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La neuroinflamación se ha desvelado como un proceso común no sólo a las 
enfermedades neurodegenerativas o derivadas de infecciones del sistema nervioso 
central, sino que también se observa activación de mecanismos inflamatorios en varias 
enfermedades mentales así como tras el abuso de sustancias con capacidad adictiva.   
El consumo intensivo de alcohol en atracón o binge drinking es el patrón de 
consumo más habitual entre los adolescentes y los jóvenes, aunque se encuentra 
también muy extendido entre la población adulta. Este tipo de consumo de alcohol 
provoca importantes daños estructurales, funcionales y cognitivos en el cerebro, 
especialmente en la corteza frontal, y está relacionado con el aumento del riesgo de 
desarrollar dependencia al alcohol.  El mencionado binge drinking ha demostrado su 
capacidad para activar la respuesta inmune causando neuroinflamación. Esta 
neuroinflamación se caracteriza por provocar la activación sostenida de las células 
gliales, el incremento de mediadores pro-inflamatorios, de estrés oxidativo y nitrosativo 
y en último término provocar neurodegeneración. La administración sistémica de 
lipopolisacárido (LPS) se ha utilizado como modelo experimental para inducir 
neuroinflamación. El LPS activa la respuesta inmune/inflamatoria, produce respuestas 
de fase aguda fisiológicas, como las alteraciones del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal 
(HPA) y de la termorregulación corporal, e induce síntomas del síndrome constitutivo o 
"sickness behavior", entre los que se encuentra la anhedonia. Este estado alterado es 
común a patologías que cursan con neuroinflamación incluyendo la adicción al alcohol.  
Debido a la creciente incidencia de las patologías que cursan con neuroinflamación 
numerosos estudios se han centrado en ella como posible diana para el desarrollo de 
nuevos tratamientos efectivos. Se desconoce con exactitud el potencial efecto 
terapéutico o de agravamiento producido por la administración de mediadores naturales 
capaces de controlar los mecanismos implicados en la neuroinflamación. En la presente 
Tesis Doctoral se pretende explorar la potencial acción neuroprotectora y anti-
inflamatoria de un compuesto natural de naturaleza lipídica, la oleoiletanolamida 
(OEA), derivado de la membrana celular, y comparar su potencia anti-inflamatoria con 
su congénere, la palmitoiletanolamida (PEA). Estos compuestos naturales podrían 
suponer una alternativa terapéutica racional para la neuroinflamación asociada a la 
adicción a drogas como el alcohol.  
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 Teniendo en cuenta estos indicios, nos planteamos las siguientes hipótesis:  
Ø La OEA ejerce un papel anti-inflamatorio y neuroprotector frente a la 
neuroinflamación y el daño neuronal inducidos por el consumo intensivo de 
alcohol en atracón o binge drinking. 
Ø La OEA puede modular la respuesta inmune/inflamatoria, al igual que otras 
aciletanolamidas como la PEA, producida por la administración sistémica de LPS. 
Ø Las aciletanolamidas OEA y PEA pueden regular la activación de las respuestas 
de fase aguda fisiológicas y comportamentales producidas tras la inyección 
sistémica de LPS. 
Para comprobar nuestras hipótesis llevamos a cabo los siguientes estudios en rata: 
Primero se realizó una curva temporal de expresión de los principales marcadores 
pro-inflamatorios en la corteza frontal tras un protocolo de administración de altas dosis 
de alcohol intragástrico 3 veces al día durante 4 días consecutivos. Los resultados 
mostraron que los principales marcadores pro-inflamatorios se encontraban elevados 
entre la 1h y las 6h tras la última administración oral de alcohol. Posteriormente en otro 
estudio se pre-administró intraperitonealmente OEA (10 mg/kg) 10 minutos antes de 
cada administración oral de alcohol. Las muestras se tomaron 2-4h tras la última dosis 
de alcohol, de acuerdo a los resultados de la curva temporal. Los resultados de este 
estudio mostraron que la OEA disminuyó los niveles de corticosterona en plasma 
incrementados por el alcohol sin modificar los niveles de alcohol en sangre, por lo que 
la OEA regula la activación del eje HPA sin influir en el metabolismo del alcohol. El 
pre-tratamiento con OEA mostró potentes efectos anti-inflamatorios ya que redujo los 
niveles de citoquinas plasmáticas pro-inflamatorias y reguló la respuesta 
inmune/inflamatoria en corteza frontal reduciendo la expresión y activación de los 
receptores tipo "toll" 4 de la inmunidad innata y de sus proteínas accesorias 
(MD2/MyD88), inhibiendo la activación de la vía del factor nuclear de transcripción 
kappa B y disminuyendo los niveles de citoquinas, quimioquinas y enzimas pro-
inflamatorias, todos ellos parámetros incrementados por el consumo intensivo de 
alcohol en atracón. El aumento del estrés oxidativo, de la peroxidación lipídica, de la 
activación de la vía de las caspasas apoptóticas y de la expresión de las proteínas de alta 
movilidad del grupo de caja 1 indicadoras de daño celular, producidas por el consumo 
de alcohol en atracón, se vio reducido por el pre-tratamiento con OEA, por lo que ésta 
presenta una función neuroprotectora frente al abuso de alcohol. 
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 En un segundo estudio realizado también en rata, se analizó el efecto protector de la 
pre-administración intraperitoneal de OEA (10 mg/kg) en la neuroinflamación y las 
respuestas de fase aguda inducidas por la administración sistémica de LPS (0,5 mg/kg), 
comparando los efectos con la pre-administración intraperitoneal de otra 
aciletanolamida, la PEA (10 mg/kg). Se comprobó que en este modelo en rata la OEA y 
la PEA presentan efectos anti-inflamatorios y anti-oxidantes similares ya que son 
capaces de inhibir la actividad trascripcional del factor nuclear de transcripción kappa 
B, elemento central de la respuesta inflamatoria, en corteza frontal, de reducir los 
niveles de mediadores pro-inflamatorios (citoquinas pro-inflamatorias plasmáticas y 
citoquinas, enzimas y prostaglandinas pro-inflamatorias en corteza frontal) así como de 
disminuir los niveles de peroxidación lipídica elevados tras la administración de LPS.  
Respecto a la actividad de estas aciletanolamidas en las respuestas de fase aguda 
activadas por el LPS, se observó que la OEA y la PEA acentúan la hipotermia causada 
por el LPS y disminuyen los niveles de las moléculas pirógenas endógenas 
incrementadas en el hipotálamo tras la administración de LPS. Ya que la hipotermia se 
considera un mecanismo de supervivencia, los resultados sugieren que estas 
aciletanolamidas, actuando sobre la termorregulación, ejercerían efectos beneficiosos 
intentando recuperar la homeostasis frente a un daño o infección. En cuanto a la 
activación del eje HPA, la administración aguda de OEA y PEA no afectó a los niveles 
de corticosterona alterados tras el LPS, al contrario de lo que sucedió con la 
administración repetida de OEA en el experimento de administración de alcohol. En 
cuanto a la respuesta comportamental, se observó que la OEA, pero no la PEA, es capaz 
de disminuir la anhedonia producida por el LPS, por lo que la OEA podría ser más 
beneficiosa regulando el estado motivacional negativo asociado a enfermedades que 
cursan con neuroinflamación.  
En conjunto, nuestros resultados sugieren que la OEA tiene propiedades anti-
inflamatorias y anti-oxidantes similares a las de la PEA, posee un papel neuroprotector 
frente al daño cerebral relacionado con la respuesta neuroinmune/inflamatoria en la 
corteza frontal y es capaz de regular las respuestas de fase aguda y comportamentales 
alteradas, proponiéndose por todo ello como una alternativa farmacológica para tratar 
patologías neuropsiquiátricas que cursan con neuroinflamación, incluyendo el abuso y 




Neuroinflammation is a process that can be observed not only in neurodegenerative 
diseases but also in infection-based alterations of the central nervous system, mental 
illnesses and after abuse of addictive substances. 
Binge drinking is the most common pattern of alcohol consumption among 
adolescents and youngsters, although it is also extended in the adult population. These 
kind of alcohol consumption leads to remarkable brain damage in terms of structure, 
functionality and cognition. The frontal cortex appears to be especially sensible to these 
effects, being related with the risk of developing alcohol dependence. Binge drinking 
has been shown to activate the acute phase responses as well as the immune response, 
processes that eventually trigger neuroinflammation. This event is characterized by the 
sustained activation of glial cells and the increase of pro-inflammatory markers. 
Together with the induction of oxidative and nitrosative stress, it results in 
neurodegeneration. 
Due to the increasing incidence of neuroinflammatory pathologies, numerous 
studies have been focus on this process as a potential target in the development of new 
and more effective treatments. In this sense, the potential therapeutic effect of a number 
of natural regulators of neuroinflammation has not been fully understood. In the present 
doctoral thesis, we aimed at characterizing the potential neuroprotective and anti-
inflammatory actions of a natural compound derived from the cell membrane, the 
oleoylethanolamine (OEA). We have also compared the anti-inflammatory effects of 
OEA with his structurally-related molecule the palmitoylethanolamine (PEA). These 
natural compounds might represent a new alternative in the treatment of the 
neuroinflammation associated to alcohol abuse. 
Considering these evidences, we designed our study in order to evaluate and 
challenge the following hypotheses: 
Ø OEA plays an anti-inflammatory and neuroprotective role against the 
neuroinflammation and the neuronal damage caused by binge alcohol drinking. 
Ø OEA, as well as other acylethanolamines such as PEA, can modulate the 
immune/inflammatory response produced by the systemic injection of 
lipopolysaccharide (LPS). 
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 Ø OEA and PEA regulate the activation of the physiological and behavioral acute 
responses triggered by the systemic injection of LPS. 
In order to corroborate our hypotheses, we carried out the following experiments in 
rats: 
Firstly, we studied the time-course of expression of main pro-inflammatory markers 
in frontal cortex after a binge alcohol drinking protocol based in high intragastric doses 
of alcohol administered 3 times per day over 4 consecutive days. The increase in main 
pro-inflammatory markers took place in a time window between 1 hour to 6 hours after 
the last alcohol gavage. Secondly, we pre-treated the rats with intraperitoneal injections 
of OEA (10 mg/kg) 10 minutes prior to each alcohol gavage administration. According 
to previous observations in our experiment, animals on this study were killed and 
sampled during the time frame between 2 and 4 hours after last alcohol dose. We found 
that OEA diminished the increase in corticosterone observed in rats treated with alcohol 
but not the blood ethanol levels, suggesting that OEA regulates the activation of the 
HPA axis without affecting alcohol metabolism. In addition, OEA pre-treatment shows 
anti-inflammatory properties since it reduces the plasma levels of pro-inflammatory 
cytokines that are enhanced in rats exposed to the model of binge alcohol drinking. 
Interestingly, OEA also reduces the activation of the innate immune toll like receptor 4 
and its accesory proteins (MD2 and MyD88) in the frontal cortex. In this brain area, 
OEA is also able to inhibit the nuclear factor kappa B transcriptional activity, thus 
reducing the expression of cytokines, chemokines and pro-inflammatory enzymes that 
are usually enhanced during binge alcohol drinking. Regarding neuroprotection, OEA 
also blocks the binge alcohol drinking-associated increase in oxidative stress, lipid 
peroxidation, apoptotic-related caspases and the high-mobility group protein 1, a 
common marker of cellular damage. 
We conducted a second experiment to test the effects of OEA and other 
acylethanolamide, PEA, in the neuroinflammatory response induced by systemic 
administration of LPS. We evaluated the effects of intraperitoneally OEA (10 mg/kg) 
and PEA (10 mg/kg) injections 10 minutes prior to the administration of LPS (0,5 
mg/kg). Our results demonstrated that OEA and PEA have similar anti-inflammatory 
and anti-oxidative capacities due to their ability to inhibit the nuclear factor kappa B 
pathway, a key element in the inflammatory response, in the frontal cortex. We also 
observed that both acylethanolamides reduce pro-inflammatory markers (pro-
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 inflammatory cytokines in plasma and pro-inflammatory chemokines, enzymes and 
prostaglandins in the frontal cortex) and the levels of lipid peroxidation that were 
increased by the treatment with LPS. 
Finally, we also analyzed the action of the acylethanolamides in the acute phase 
responses triggered by LPS. It was found that both OEA and PEA enhanced the 
hypothermia caused by LPS. This was accompanied by a reduction of the LPS-mediated 
increase in the levels of pyretic molecules in the hypothalamus in pre-treated animals. 
Since hypothermia is considered a mechanism of survival, these acylethanolamides 
might exert beneficial effects by recovering the homeostasis after exposure to a noxious 
stimulus such as damage or infection. Contrary to the results from the binge alcohol 
drinking experiment, in wich OEA was pre-administered in a repeated dose pattern, 
acute doses of OEA or PEA were not able to reduce the corticosterone levels increased 
by LPS injection. Finally, at the behavioral level, we observed that OEA, but not PEA, 
was able to diminish the LPS-induced anhedonia, suggesting that OEA might regulate 
the negative motivational state associated to neuroinflammation. 
In summary, our findings suggest that OEA has anti-inflammatory and anti-
oxidative properties similar to those of PEA. It also plays a neuroprotective role against 
the cellular damage associated with the immune/inflammatory response in the rat frontal 
cortex. Additionally, OEA is able to block the acute phase responses, including 
behavioral reactions to neuroinflammation. Consequently, OEA should be considered as 
a pharmacologic alternative for the treatment of neuroinflammation-associated 





























 1. NEUROINFLAMACIÓN: 
1.1. DEFINICIÓN: 
La neuroinflamación es, principalmente, un complejo mecanismo de protección del 
organismo dirigido a aislar el tejido afectado, destruir las células dañadas y restaurar la 
integridad tisular (Correale y Villa, 2004). Los efectos de la neuroinflamación se 
consideran neuroprotectores cuando esta actividad inflamatoria se produce durante un 
periodo corto de tiempo, en cambio, cuando este proceso inflamatorio es excesivo en 
intensidad o duración se convierte en dañino para el SNC y puede empeorar numerosas 
enfermedades (Shastri et al., 2013; Garcia-Bueno et al., 2010).  
La división que tradicionalmente se hacía entre enfermedades inflamatorias y 
enfermedades neurodegenerativas cambia con el concepto de neuroinflamación. En los 
últimos años se ha demostrado el importante papel que ejerce la neuroinflamación en la 
patogénesis de un amplio espectro de enfermedades cerebrales, convirtiéndose en una 
diana principal de los tratamientos neuroprotectores. 
A pesar de la presencia de la barrera hematoencefálica, el sistema nervioso central 
(SNC) responde al estímulo inflamatorio periférico produciendo como respuesta local 
neuroinflamación, y generando la activación del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal 
(HPA) y otras respuestas de fase aguda (letargia, somnolencia, fiebre, anorexia) 
denominadas síndrome constitucional “sickness behaviour” cuya finalidad es restablecer 
la homeostasis tras el desequilibrio de la fisiología normal causado por una infección o 
daño (Allan y Rothwell, 2003).  
Las interacciones entre sistema nervioso, el eje HPA y componentes del sistema 
inmune juegan un papel importante en inflamación e inmunidad (Rivest, 2001). El SNC 
regula el sistema inmunológico principalmente a través de dos mecanismos, la respuesta 
hormonal al estrés y la producción de glucocorticoides (GC), y el sistema nervioso 
autónomo con el aumento de noradrenalina. El SNC también puede regular el sistema 
inmune local a través de los nervios periféricos con el aumento de neuropéptidos como 
la sustancia P y la producción del factor liberador de corticotropina (CRH), principal 
orquestador de la respuesta integrada (hormonal, autónoma y comportamental) al estrés. 
Los principales componentes del eje HPA son el núcleo paraventricular en el 
hipotálamo, la adenohipófisis o lóbulo anterior de la glándula pituitaria y las glándulas 
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 adrenales. El CRH es secretado por el núcleo paraventricular que actúa sobre la 
pituitaria y estimula la síntesis y liberación de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) a 
la sangre. Después, la ACTH llega a las glándulas adrenales donde produce la expresión 
y aumento de GC. Los GC realizan un feedback negativo sobre el eje HPA (ejerciendo 
su efecto sobre el hipotálamo y la pituitaria) mediante la inhibición de citoquinas y 
mediadores neuroinflamatorios.  El eje HPA se activa para regular la excesiva respuesta 
del sistema inmune producida por un estímulo inflamatorio. El eje HPA y los GC en 
particular son esenciales para limitar y resolver el proceso inflamatorio (Webster et al., 
2002). Alteraciones a cualquier nivel del eje HPA o en la acción de los GC producen 
una desregulación del circuito neuroendocrino produciendo cambios sistémicos en 
inflamación o inmunidad. Los receptores de glucocorticoides son muy reactivos a los 
cambios de concentración de GC. Estos receptores se expresan en mayor medida en 
regiones cerebrales como la pituitaria, el hipocampo, el cortex cerebral, el cortex 
olfatorio, la amígdala y el núcleo paraventricular del hipotálamo (Morimoto et al., 
1996). La acción anti-inflamatoria de los GC se basa principalemente en su capacidad 
para inhibir la vía inflamatoria del factor nuclear de transcripción kappa B (NF-κB), 
mediante el incremento de la expresión de proteínas inhibitorias o el bloqueo de la 
unión del NF-κB al DNA por interacción de los receptores de glucocorticoides con la 
subunidad p65 del NF-κB (De Bosscher et al., 2003). En el sistema nervioso dañado los 
GC podrán ejercer efectos anti o pro-inflamatorios dependiendo del lugar sobre el que 
actúen, la duración del estímulo y la concentración en la que se encuentren. Niveles 
elevados de GC son pro-inflamatorios mientras que los niveles basales tienen efectos 
tradicionalmente anti-inflamatorios (Sorrells y Sapolsky, 2007). La elevación de los 
niveles de GC y la ocupación de los receptores de glucocorticoides produce entre otras 
consecuencias negativas neurotoxicidad. Estos efectos nocivos pueden producirse por 
varios mecanismos entre los que destacan la inhibición de la utilización de glucosa por 
las células cerebrales o el incremento de la excitotoxicidad por el aumento de la 
concentración de aminoácidos excitadores, principalemente de glutamato.  
Por tanto, podemos diferenciar, por una parte, la neuroinflamación aguda, que 
produce activación de la microglía y aumento de mediadores inflamatorios como 
citoquinas y quimioquinas, considerada generalmente beneficiosa ya que intenta 
minimizar daños y reparar el tejido afectado; por otra parte, la neuroinflamación 
crónica, que sería una situación de respuesta inflamatoria prolongada y autoperpetuada 
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 que además de producir la activación de la microglía y aumento continuado de 
mediadores inflamatorios también produce estrés oxidativo y nitrosativo. El aumento 
sostenido de los mediadores perpetúa el ciclo inflamatorio, activando más microglía, 
promoviendo su proliferación y resultando en mayores aumentos de factores 
inflamatorios. También se produce la alteración de la barrera hematoencefálica que 
incrementa la infiltración de macrófagos periféricos en el parénquima cerebral que 
prolongan la inflamación (Rivest, 2009). Como ya se ha mencionado, esta inflamación 
crónica, en vez de actuar como protectora es perjudicial para el tejido nervioso. 
Concretamente, la neuroinflamación crónica y los excesivos niveles de 
citoquinas/quimioquinas están asociados con muchas enfermedades neurodegenerativas 
agudas y crónicas (esclerosis múltiple, enfermedad de Parkinson, enfermedad de 
Alzheimer, enfermedad de Hungtinton, esclerosis lateral amiotrófica) (Frank-Cannon et 
al., 2009) y también con enfermedades psiquiátricas, como la depresión o el estrés 
crónico (Dantzer et al., 2008; Munhoz et al., 2008), así como en el alcoholismo (Guerri 
y Pascual, 2010). 
En el cerebro existe un balance entre factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. 
Frente a un daño que incremente niveles de factores pro-inflamatorios actuarán factores 
neuroprotectores intentando compensar esa respuesta y devolver el equilibrio 
homeostático. Cuando la respuesta pro-inflamatoria es predominante y se prolonga en el 
tiempo, ésta tendrá consecuencias perjudiciales y provocará daño neuronal (Figura 1).  
  
Figura 1. Balance entre neuroinflamación y neuroprotección en el cerebro que se produce para 
conservar la homeostasis. Tras un daño, si el incremento de los factores pro-inflamatorios y 
neurotóxicos es elevado o se prolonga en el tiempo, se producirá neuroinflamación. Si por el 
contrario no son tan elevados y se encuentran localizados, el incremento de los factores anti-
inflamatorios producirá neuroprotección.  
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 A grandes rasgos, la inflamación en el SNC implica principalmente activación de 
microglía, astrogliosis, reclutamiento de células blancas periféricas, edema, activación 
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), síntesis de proteínas de respuesta 
de fase aguda sistémicas, activación del complemento, acumulación de citoquinas pro-
inflamatorias, aumento de expresión y actividad del NF-κB, de la óxido nítrico  sintasa 
inducible (iNOS) y de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), expresión de moléculas de 
adhesión como la molécula de adhesión celular neural (NCAM) y metaloproteinasas de 
matriz (MMP-9) en células periféricas y en células del parénquima cerebral (Allan y 
Rothwell, 2003). 
La inflamación, con el incremento de numerosos mediadores específicos por 
diversas células del sistema inmune, se considera un proceso biológico regulado tanto 
por el sistema inmune innato como por el adaptativo, que ayuda al organismo a 
erradicar una infección (Medzhitov, 2008). 
1.2. EL SISTEMA INMUNITARIO 
El sistema inmune se divide en dos: el innato y el adquirido. La actividad 
combinada de ambos organiza la respuesta inmune, pero cada uno posee funciones 
específicas para facilitar la recuperación tras un daño o infección en el organismo. La 
inmunidad innata es una reacción inicial de defensa del organismo. Esta respuesta es 
rápida, no específica y mediada principalmente por células de origen mieloide 
(macrófagos, neutrófilos y células dendríticas). La inmunidad adquirida (o 
adaptativa) responde con menos rapidez pero confiere una inmunidad duradera. Consta 
de dos tipos de respuestas: la inmunidad humoral y la celular. La humoral está mediada 
por moléculas de la sangre y es la principal defensa contra los microorganismos 
extracelulares y toxinas. La inmunidad celular, llevada a cabo principalmente por 
linfocitos T, crea una respuesta inmune específica de antígeno.  Esta respuesta adquirida 
cuenta con una característica especial, la memoria inmunológica específica frente al 
patógeno, que confiere al sistema la capacidad para recordar al patógeno en posteriores 
infecciones produciendo así una respuesta más rápida y eficaz. La inmunidad adquirida 
puede considerarse natural, cuando ocurre en el organismo tras una enfermedad o 
infección, o artificial, cuando se induce externamente mediante vacunas.  
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 El sistema inmune innato está constituido por: 
Ø Factores solubles: entre los que destacan proteínas de fase aguda (proteína C 
reactiva), citoquinas (interferones, interleuquinas, quimioquinas, factor de necrosis 
tumoral-α (TNF-α)) o el sistema del complemento (conjunto de proteínas implicadas 
en inflamación). Las actividades de los principales factores solubles serán detalladas 
en el punto 1.4 de la presente Tesis Doctoral. 
Ø Receptores de la inmunidad innata: que reconocen patrones específicos tanto de 
patógenos exógenos como de moléculas endógenas. Los diferentes tipos de 
receptores y sus funciones principales serán comentados con más detalle en el punto 
1.3.3 de esta Tesis Doctoral.  
Ø Células: que pueden tener un origen mieloide o linfoide. Las células de origen 
linfoide, llamadas células “Natural Killer” se encargan de la eliminación de células 
tumorales y células infectadas. Desarrollan su capacidad para eliminar células diana 
de forma natural y dependiente de anticuerpo. Además, secretan factores solubles 
que regulan las funciones de otras células del sistema inmune, por tanto se 
consideran células efectoras tanto de inmunidad innata como de adquirida.  Entre las 
que se originan en la médula ósea se pueden diferenciar: 
• Granulocitos o células polimorfonucleares (neutrófilos, eosinófilos, basófilos) 
presentes en el torrente sanguíneo con actividad en inflamación aguda y, junto 
con anticuerpos y proteínas del complemento, en protección contra infecciones. 
• Mastocitos: tienen un papel importante en alergia e inflamación. Son capaces de 
secretar una gran variedad de moléculas solubles (como proteasas y varios tipos 
de eicosanoides). Mediante la secreción de citoquinas pro-inflamatorias y 
quimioatrayentes (quimioquinas) producen la atracción y potenciación de la 
actividad de otras células inmunes al cerebro. 
• Células dendríticas: con actividad fagocítica. Son capaces de presentar el 
antígeno a los linfocitos iniciando la respuesta inmune adquirida. 
• Monocitos: se localizan en la sangre, en su mayoría adheridos a las paredes del 
endotelio. Son capaces de migrar hacia los tejidos donde se transforman en 
macrófagos. Se encuentran en varios tejidos y en el SNC serán las células de la 
microglía. Los macrófagos participarán en la reparación tisular, en la fagocitosis, 
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 en los procesos de inflamación/fiebre, en la actividad citotóxica frente a tumores 
y también en el sistema inmune adquirido mediante la presentación del antígeno 
(función que comparte con las células dendríticas) y la producción de 
mediadores como citoquinas o interferones activando la respuesta inmune 
adquirida. 
El sistema inmune adquirido está formado por componentes humorales 
(anticuerpos, complemento y citoquinas) y por componentes celulares (Células B, 
Células T y Células que adquieren especificidad a través de los anticuerpos como las 
células “natural killer” y los macrófagos). 
Las células B (linfocitos B) maduran en la médula ósea y son esenciales para la 
actividad humoral o mediada por anticuerpos. Las células T (linfocitos T) completan su 
maduración en el timo y realizan dos tipos de actividades: una reguladora (linfocitos T-
“helper”) y otra efectora (linfocitos T citotóxicos). Gracias a receptores específicos de 
superficie que se encargan del reconocimiento de antígeno se produce la activación de 
los linfocitos B y T. En el caso de los B el receptor consiste en inmunoglobulinas unidas 
a membrana capaces de fijar un epítopo específico y en el caso de los T el receptor 
reconoce un péptido antigénico procesado en asociación con una proteína de 
reconocimiento de lo propio del CMH. 
1.3. INMUNIDAD INNATA Y NEUROINFLAMACIÓN 
La inmunidad innata es la primera línea de defensa del organismo y la inflamación 
una de las primeras respuestas de este ante una infección (Kawai y Akira, 2006). A 
pesar de la presencia de la barrera hematoencefálica, el cerebro no es un sistema aislado 
y existe comunicación entre sus células inmunes y las de la periferia. Las células del 
sistema inmune tienen acceso al SNC (fluido cerebroespinal, meninges y parénquima 
cerebral) tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. En la neuroinflamación el 
aumento de mediadores pro-inflamatorios se produce tanto por producción local en el 
SNC como  por reclutamiento desde el sistema periférico tras la alteración de la barrera 
hematoencefálica (Erickson et al., 2012).  
La comunicación entre neuronas, glía (microglía y astrocitos) y células periféricas 
inmunes es esencial para el mantenimiento de la homeostasis del cerebro así como para 
la regulación activa de la respuesta inmune (Figura 2). Alteraciones morfológicas y 
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 funcionales en neuronas y microglía durante la edad, el estrés o la inflamación perturban 
la comunicación entre esas células produciendo una desregulación neuroinmune con 
consecuencias negativas en el comportamiento y la función cerebral (Tian et al., 2012).  
Figura 2. Representación esquemática de la interacción de las células del SNC. A. Comunicación 
entre neuronas y glía en el mantenimiento de la homeostasis del cerebro. B. Comunicación entre 
las células tras un daño que desencadena la respuesta inmune. La respuesta inflamatoria se 
caracteriza por el incremento en la expresión de factores pro-inflamatorios que pueden llegar a 
causar neuroinflamación y muerte neuronal. 
1.3.1. LA MICROGLÍA EN LA NEUROINFLAMACIÓN 
La neuroinflamación se relaciona principalmente con la activación del sistema 
inmune innato. El cerebro consta de células inmunes propias, la microglía, que bajo 
condiciones fisiológicas realizan funciones de vigilancia y comunicación con astrocitos 
y neuronas mediante la secreción de moléculas anti-inflamatorias y factores 
neurotróficos (Streit, 2002). La microglía puede presentarse en dos estados: 
§ Microglía en reposo: estado durante el cual realiza las funciones de vigilancia y 
monitorización (Nimmerjahn et al., 2005). Gracias a su papel fagocítico, esta 
microglía también participa en el control de la poda sináptica durante el 
desarrollo (“pruning”), y la regulación de la supervivencia y conectividad 
neuronal al modular los procesos de apoptosis neuronal y la neurogénesis 
(Paolicelli et al., 2011; Sierra et al., 2010). Mediante la secreción de bajos 
niveles de citoquinas, proteínas del complemento y factores de crecimiento, se 
encuentra implicada en funciones sinápticas y de plasticidad (Bessis et al., 
2007).  
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 § Microglía activada: en presencia de un estímulo activador, daño o invasión 
patógena la célula cambia a un estado de protección y reparación. Esta forma 
activada incrementa la expresión de receptores de superficie relacionados con la 
respuesta inmune innata, entre otros, receptores para compuestos de 
glicosilación avanzada, receptores "scavenger", receptores fagocíticos 
(receptores de complemento CR3 y CR4), receptores tipo “Toll” (TLR) y 
receptores tipo NOD (NLR), siendo estos dos últimos los activados en mayor 
proporción. Tras la activación, la microglía adopta una morfología ameboide e 
inicia una respuesta rápida que implica migración y proliferación hacia el lugar 
del daño donde fagocitará células muertas y eliminará restos celulares.  La 
activación de la microglía implica tanto una respuesta inmune innata como 
adquirida a través de la producción de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, 
interleuquina-1β (IL-1β), interleuquina-6 (IL-6)) y quimioquinas (proteína 
quimioatrayente de monocitos (MCP-1)) que promueven el estado inflamatorio 
(Bailey et al., 2006; Block y Hong, 2005;). También se produce aumento del 
factor de transcripción NF-κB, de la expresión del CMH de clase I y II, 
complemento C3, e incremento de enzimas oxidativas como la NADPH oxidasa. 
Todos estos factores propagan y mantienen la neuroinflamación a través de 
numerosos mecanismos que incluyen la activación de fosfolipasas (PLA), 
ciclooxigenasas (COX) y lipoxigenasas (LOX), que causan incremento de ácido 
araquidónico (AA) desde fosfolípidos de membrana  y generando liso-
glicerofosfolípidos, factor activador de plaquetas, prostaglandinas (PG) pro-
inflamatorias y especies reactivas de oxígeno (ROS) (Philips et al., 2006; 
Kettenmann et al., 2011). 
Como se ha señalado anteriormente, la inflamación debe tener una respuesta 
autolimitada y debe resolverse una vez eliminada la causa de su activación, pero cuando 
esto no sucede las consecuencias serán perjudiciales. En concreto, la activación 
prolongada de las células microgliales en enfermedades neurodegenerativas que cursan 
con inflamación tiene un impacto negativo sobre la progresión de estas enfermedades. 
Para poder regular la respuesta inmune la microglía también cuenta con capacidad de 
producción de citoquinas y factores de crecimiento con actividad anti-inflamatoria 
(Ekdahl et al., 2009). El balance entre la actividad pro y anti-inflamatoria de la 
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 microglía afectará al resultado de la neuroinflamación y a los mecanismos de 
regeneración y reparación.  
1.3.2. LOS ASTROCITOS EN LA NEUROINFLAMACIÓN 
Tradicionalmente se había considerado que los astrocitos realizaban únicamente 
función de soporte estructural y metabólico de las neuronas. Sin embargo, diversos 
estudios han demostrado su papel modulador en la actividad neuronal (Halassa y 
Haydon, 2010) o en la transmisión sináptica (Henneberger et al., 2010). Cualquier daño 
sobre el SNC produce cambios en la morfología y estructura de los astrocitos en un 
proceso conocido como astrogliosis reactiva. Durante la astrogliosis se produce un 
incremento en la expresión de marcadores inmunológicos y de estrés oxidativo, de 
factores de crecimiento y citoquinas (Farina et al., 2007) demostrándose así su 
participación en la regulación de la respuesta inmune innata y adaptativa. Los astrocitos, 
como la microglía, expresan una serie de receptores del sistema inmune innato como 
TLR, NLR, receptores scavenger y receptores de manosa que juegan un papel 
importante en la neuroinflamación y reparación del tejido. La activación de los 
astrocitos a través de estos receptores producirá la secreción de los mediadores pro-
inflamatorios, citoquinas, quimioquinas y especies reactivas de oxígeno. Los astrocitos 
también pueden expresar moléculas de adhesión intercelulares y vasculares (ICAM; 
VCAM) que juegan un papel importante en la unión a receptores de los linfocitos 
(Gimenez et al., 2004). Tanto la astrogliosis reactiva (Sofroniew y Vinters, 2010) como 
la activación de la microglía (Cunningham, 2013) se encuentran relacionadas con 
numerosas enfermedades del SNC que cursan con inflamación. 
1.3.3. RECEPTORES DEL SISTEMA INMUNE INNATO 
Para que el sistema inmune innato comience su respuesta ante una infección o daño 
es necesario que los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) sean capaces de 
identificar patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos (PAMPs) 
(Takeuchi y Akira, 2010) o patrones moleculares endógenos de respuesta al daño tisular 
(DAMPs) (Thundyil y Lim, 2014). Los PAMPs son una serie de moléculas microbianas 
que comparten características bioquímicas reconocibles por los PRRs que alertan al 
organismo de una invasión patógena. Los DAMPs son moléculas endógenas que alertan 
de un daño celular o tisular. Estas moléculas endógenas reciben en conjunto el nombre 
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 de alarminas y a este grupo pertenecen las proteínas de alta movilidad del grupo de caja 
1 (HMGB1), cuyo papel en inflamación se describe en el punto 1.5.2 de esta Tesis 
Doctoral. Se han diferenciado cuatro clases de receptores PRRs: receptores tipo "Toll" 
(TLRs), receptores tipo leptina C, receptores tipo gen I inducible de ácido retinoico y 
receptores tipo NOD (NLRs). Como ya se ha señalado anteriormente, tanto microglía 
como astrocitos son capaces de expresar receptores del sistema inmune innato PRRs, 
entre los que podemos destacar el receptor transmembrana TLR y el citoplasmático 
NLR debido a su implicación en diversas patologías del SNC.  
1.3.3.1. Receptores tipo "Toll" 
Los TLRs son la mayor familia de receptores PRR que median la respuesta innata y 
además sirven de enlace para la respuesta inmune adquirida. Los TLRs se expresan en 
un gran número de células relacionadas con el sistema inmune como linfocitos B, 
células “natural killer”, macrófagos y células dendríticas, aunque también en células no 
inmunes como en las epiteliales y endoteliales. En el SNC, los TLRs se localizan en 
astrocitos, oligodendrocitos, neuronas y microglía, siendo en esta última donde se 
encuentran expresados en mayor proporción (Kielian, 2006). De hecho, en la microglía 
se expresan todos los tipos de TLRs (Bsibsi et al., 2002). Los TLRs están involucrados 
en la regulación de la inflamación en el SNC relacionada con enfermedades 
neurodegenerativas (Okun et al., 2009), con estrés (Garate et al., 2013) o enfermedades 
psiquiátricas (Pandey et al., 2014).  
Los TLR son un tipo de proteínas transmembrana de tipo 1 que se caracterizan por 
tener un dominio N-terminal extracelular, las llamadas repeticiones ricas en leucinas 
(LRR) y un dominio citoplasmático altamente conservado llamado receptor Toll/Il-1 
(TIR). Los receptores de la interleuquina 1 (IL-1R) también expresan este dominio TIR 
(O´Neill, 2000). El dominio LRR está involucrado en el reconocimiento específico del 
patógeno y el dominio TIR en la transmisión de la señal.  
Se han descrito, por el momento, 11 tipos de TLRs en el genoma humano y 13 en el 
de ratón. Dependiendo de la naturaleza del ligando que reconozcan estos TLRs tendrán 
diferentes tipos de expresión (Dunne y O´Neill, 2003). Por ejemplo, glicolípidos y 
lipoproteínas serían los ligandos de TLR2, RNA de doble cadena el de TLR3 y 
lipopolisacárido (LPS) el de TLR4 (explicado con más detalle en el capítulo 3 de esta 
Tesis Doctoral). Además de los ligandos exógenos, los TLR se pueden unir a ligandos 
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 endógenos como ácido hialurónico, fibrinógeno, fibronectinas o  β -defensinas entre 
otras (Pandey y Agrawal, 2006). También algunas drogas de abuso como el alcohol 
pueden activar directamente el TLR4 (Alfonso-Loeches et al., 2010). La cascada de 
señalización desencadenada por activación de los TLRs es compleja e involucra a 
numerosas moléculas adaptadoras, kinasas y factores de transcripción. Por último, la 
activación de los TLRs inducirá la transcripción de genes involucrados en la respuesta 
inflamatoria. 
Activación de los receptores TLR: 
Una vez unidos a sus ligandos los TLRs pueden activar varias cascadas de 
señalización dependiendo del tipo de molécula adaptadora a la que se una su dominio 
TIR (Akira et al., 2006). De entre los cinco tipos de adaptadores con dominio TIR 
presentan especial relevancia el factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88) y el 
activador de interferón asociado al TLR (TRIF). Se pueden producir dos tipos de 
cascadas de señalización celular, una será dependiente del MyD88 (compartida con IL-
1R) y la otra dependiente de TRIF. Como resumen, el adaptador será reclutado por el 
dominio TIR produciendo la activación de NF-kB, éste inducirá la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1β e IL-6, y quimioquinas. Todos los 
TLRs activan la vía de MyD88 excepto el TLR3 que utilizan la vía TRIF y el TLR4 que 
puede actuar a través de las dos vías (Kawai y Akira, 2010).  
Ø Vía MyD88 dependiente: 
El dominio TIR se une a la proteína MyD88 (Figura 3A) reclutando y activando a 
la kinasa asociada al IL-1R 4, IRAK-4, que a su vez hiperfosforila a otros miembros de 
la familia de las IRAK: IRAK-1 e IRAK-2. Una vez fosforiladas las IRAKs se disocian 
de MyD88 e interaccionan con el factor 6 asociado al receptor del TNF (TRAF6). El 
complejo se une con un grupo de proteínas kinasas 1 asociadas al factor de crecimiento 
tranformante β (TAK1) y sus subunidades activadoras (TAB 1, 2 y 3) produciéndose la 
activación de dos vías: la del complejo de kinasas del inhibidor de kappa B (IKK) y la 
de las proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPK). 
La TAK 1 fosforilada activa el complejo IKK que cataliza la fosforilación de las 
proteínas inhibidoras de kappa B (IκB). Esta fosforilación produce la degradación de 
IκB y la consiguiente translocación nuclear del NF-κB.  
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 La fosforilación de las MAPK produce la activación del factor de transcripción de la 
proteína activadora 1 (AP-1).  
La activación de ambos factores de transcripción, NF-κB y AP-1, produce la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1β, IL-6 y el TNF-α. Los receptores 
TLR7, TLR8 y TLR9 tras esta vía dependiente de MyD88, producen la expresión de 
genes de interferones (IFN). 
Ø Vía independiente de MyD88 o TRIF dependiente: 
La mayoría de los TLRs actúan exclusivamente a través de la vía dependiente de 
MyD88. Pero dos tipos de TLRs pueden realizar su función a través de una vía 
independiente de MyD88 (Figura 3B), los TLR3 de forma exclusiva y los TLR4 que 
activan ambas vías. 
Esta vía independiente puede derivar en dos cascadas diferentes de señalización 
según el tipo de proteína adaptadora que utilice. Así podemos diferenciar una vía que se 
activa directamente con el adaptador TRIF (vía usada por TLR3) y otra que necesita la 
unión de una molécula adaptadora, la molécula asociada al TLR (TRAM) a TRIF (vía 
usada por TLR4). Tras la activación de TRIF, a través de la kinasa 1 de unión TANK 
(TBK1), se activa el factor 3 de regulación del interferón (IRF3) que se fosforila y se 
transloca al núcleo donde induce la producción de IFN1 sobre todo de tipo β, de 
caspasas y de moléculas coestimuladoras. El IFN1β activa la proteína transductora de 
señal y activadora de la transcripción (STAT) y los genes correspondientes como el de 
IFNβ, el de IRF-1, el de la proteína 10 inductora de interferón γ o el de VCAM1.  
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Figura 3. Vías de señalización mediadas por TLR. A: Vía dependiente de MyD88. B: Vía 
independiente de MyD88 o TRIF dependiente. 
1.3.3.2. Receptores tipo NOD  
Los NLR (del inglés, Nucleotide-binding oligomerization domain like receptors and 
Leucin-rich repeat) son receptores citosólicos que se encuentran expresados en células 
dendríticas, macrófagos, monocitos y también en células epiteliales y son capaces de 
activar la respuesta inmune innata. Están formados por un dominio central de 
oligomerización de nucleótidos (NOD), un dominio C-terminal LRR y un extremo N-
terminal variable que posee uniones a diferentes tipos de proteínas (Inohara y Nunez, 
2003).  
Existen dos vías de señalización en la activación de los NLR: 
Una vía es la que realizan los NLR mediante la activación del NF-κB y las MAPKs 
incrementando la transcripción de genes de citoquinas pro-inflamatorias.  
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 La otra vía de señalización de los NLR se realiza a través de la activación de caspasa 
1. La activación de esta caspasa 1 produce la rotura de la pro-interleuquina-1β a su 
forma activa, incrementando la secreción de IL-1β (citoquina pro-inflamatoria), IL-18 
(inductora de IFNγ) e IL-33 (involucrada en respuesta de células Th2). La secreción de 
IL-1β liberará mediadores inflamatorios que ayudarán a la defensa del organismo. 
Además, esta señalización vía caspasa puede producir una apoptosis celular relacionada 
con inflamación llamada piroptosis (Bergsbaken et al., 2009), que forma parte 
normalmente de una respuesta antimicrobiana.  
La activación de estos receptores, además de promover procesos de respuesta 
inmune innata asociados a infección, inflamación o autoinmunidad (Davis et al., 2011), 
también puede participar en la neuroinflamación asociada a enfermedades 
neurodegenerativas como el Alzheimer (Heneka et al., 2013), la esclerosis múltiple 
(Inoue et al., 2012) o incluso la depresión (Zhang et al., 2014).  
1.4. MARCADORES DE NEUROINFLAMACIÓN Y ESTRÉS OXIDATIVO  
La neuroinflamación, principalmente a través de la activación de microglía y 
astrocitos y la infiltración de macrófagos periféricos, provoca el incremento de una serie 
de marcadores anti y pro-inflamatorios como citoquinas y quimioquinas que inducen y 
propagan la neuroinflamación a través de la activación de PLA, COX y LOX que 
generan el factor activador de plaquetas e eicosanoides (PG, leucotrienos (LT) y 
tromboxanos (TX)).  Estos incrementos de citoquinas estarán acompañados de 
activación de vías de señalización inflamatorias como el NF-κB y otros factores de 
transcripción. Estas citoquinas también incrementan la producción de óxido nítrico 
(NO) a través de la acción de la iNOS. Finalmente, al promover la formación de ROS 
aceleran la peroxidación lipídica dañando la membrana de fosfolípidos.  
Las quimioquinas y las citoquinas son proteínas y péptidos bioactivos solubles que 
están involucrados en un feedback a través de la activación de cascadas de proteínas 
kinasas y PLA2. Tanto células del sistema periférico (macrófagos y linfocitos) como del 
SNC (astrocitos y microglía principalmente) producen la liberación de estos marcadores 
inflamatorios. Niveles fisiológicos de citoquinas y quimioquinas son necesarios para el 
metabolismo celular de las neuronas, el mantenimiento de la vigilancia inmune, el 
tráfico de leucocitos y la captación de otros mediadores inflamatorios. Tanto citoquinas 
como quimioquinas se encuentran involucradas en la regulación del neurodesarrollo, la 
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 transmisión sináptica y son los principales inductores de neuroinflamación. Realizan su 
función interaccionando con receptores de membrana específicos compuestos por una 
región extracelular de unión al ligando y una intracelular que se activa al unirse a las 
citoquinas o quimioquinas y que transmite la señal al núcleo (Ransohoff et al., 2007). 
Estas moléculas pueden realizar tanto actividades de neuroprotección como de 
neuroinflamación. La magnitud y la persistencia de elevados niveles de citoquinas y 
quimioquinas se encuentra relacionados con la intensidad de la neuroinflamación y con 
varias enfermedades neurodegenerativas (Lucas et al., 2006). 
1.4.1. QUIMIOQUINAS  
Las quimioquinas se clasifican en dos categorías atendiendo a su forma de 
expresión. Un grupo de quimioquinas se expresa de forma constitutiva y se encarga del 
mantenimiento de la homeostasis, la vigilancia y el seguimiento del sistema inmune. 
Otro grupo se expresa de forma inducible durante la inflamación producida tras un daño 
o estímulo y facilita la respuesta a través de las células del sistema inmune innato y 
adaptativo.  
Las quimioquinas pueden clasificarse estructuralmente en cuatro familias basándose 
en la secuencia de cisteínas residuales que presenten (Ransohoff, 2009). Las familias 
reciben los siguientes nombres: C, CC, CXC y CX3C. Las quimioquinas ejercen su 
acción principalmente mediante receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Éstos no 
son específicos para cada quimioquina, sino que la mayoría pueden ser activados por 
varios tipos de quimioquinas. Las quimioquinas pueden tener un papel dual, actuando 
en las células inmunes con funciones atrayentes y activadoras y en neuronas 
modificando su actividad o supervivencia (Conductier et al., 2010). 
Destacan, como algunas de las quimioquinas más importantes en la respuesta 
inflamatoria, la MCP-1 o la fractalkina (CX3CL1) cuya forma soluble participa en la 
interacción entre neuronas y otras células inflamatorias (Jones et al., 2010).  
1.4.1.1. Papel de la proteína quimioatrayente de monocitos-1 
La MCP-1, también llamada quimioquina tipo CC ligando 2 (CCL2), es una 
quimioquina cuya actividad principal es la regulación de la migración de los monocitos, 
los linfocitos T y las células “natural killer” hacia la zona afectada participando así en 
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 el proceso inflamatorio. Esta quimioquina realiza sus funciones a través del receptor 
CCR2. 
En el SNC la MCP-1 se expresa de forma constitutiva en neuronas y células gliales, 
siendo los astrocitos su principal fuente de producción tras un daño neuronal o una 
infección (Ambroisini y Aloisi, 2004). Esta quimioquina juega un papel importante en 
la neuroinflamación asociada a diversas enfermedades del SNC que implican 
degeneración neuronal (Gerard y Rollins, 2001). Los astrocitos son capaces de producir 
quimioquinas en respuesta a la activación por citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β y 
TNF-α). En cultivos de astrocitos se ha comprobado que estas citoquinas estimulan la 
producción de MCP-1 mediante la vía del NF-κB (Thompson y Van Eldik, 2009). La 
MCP-1 puede actuar como inmunomodulador de citoquinas en procesos de 
neuroinflamación aguda, inhibiendo la liberación de ciertas moléculas inflamatorias (IL-
6; TNF-α) tras la estimulación con LPS o IL-1β (Semple et al., 2010a). 
La MCP-1 tendría un papel dual pudiendo actuar como neuroinflamatoria o 
neuroprotectora (Semple et al., 2010b). Varios estudios demuestran que la supresión de 
la MCP-1 puede ser beneficiosa en algunas enfermedades ya que se disminuye la 
inflamación, pero la eliminación total de esta quimioquina es perjudicial ya que afecta a 
la supervivencia neuronal.  
1.4.2. CITOQUINAS 
Las citoquinas son producidas por varios estímulos tanto en situaciones fisiológicas 
como patológicas regulando la inflamación (Mrak y Griffin, 2005). Su producción se 
encuentra incrementada en estados inflamatorios y su actividad regulará la intensidad y 
duración de la respuesta inmunitaria. Las citoquinas son un diverso grupo de factores 
pro y anti-inflamatorios que se agrupan en diferentes familias basándose en el tipo de 
receptor al que se unen. Las principales citoquinas pro-inflamatorias son el TNF-α, las 
interleuquinas (IL-1β e IL-6) y los IFN. Entre las que presentan efectos anti-
inflamatorios podemos encontrar la IL-10 y la IL-4. 
1.4.2.1. Papel del Factor de Necrosis Tumoral-α  
El TNF-α, a niveles fisiológicos en el cerebro, participa en la regulación 
homeostática, la plasticidad sináptica, el aprendizaje y la memoria, el sueño y la ingesta. 
Pero en situaciones patológicas niveles aumentados de esta citoquina se relacionan con 
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 neuroinflamación y con enfermedades neurodegenerativas (Montgomery y Bowers, 
2012; Frankola et al., 2011).  
Tiene un papel central en la iniciación y regulación de la cascada de citoquinas 
durante la respuesta inflamatoria. Esta citoquina pleiotrópica, sintetizada por 
macrófagos, astrocitos, neuronas y principalmente por microglía, ejerce acciones pro-
inflamatorias durante la fase aguda de la respuesta inflamatoria en el SNC pero acciones 
inmunosupresoras durante la fase crónica (Lucas et al., 2006). El TNF-α, al igual que 
otras interleuquinas, también puede causar daño en la barrera hematoencefálica por 
aumento de NO en el endotelio vascular y regulando al alza moléculas de adhesión 
relacionadas con la invasión de leucocitos (Allan y Rothwell, 2001). 
El TNF-α se produce como una proteína precursora unida a membrana cuyo 
dominio extracelular se adhiere a la enzima convertidora de TNF liberándose el TNF-α 
soluble. Tanto la proteína soluble como la transmembrana son biológicamente activas y 
actúan a través de dos receptores de superficie, TNF-R1 y TNF-R2, que son diferentes 
en sus formas de expresión, transducción de la cascada de señalización y afinidad por el 
TNF-α (MacEwan, 2002). 
El TNF-α en el cerebro el TNF-R1 se expresa en microglía, astrocitos y neuronas. 
Se activa por ambas formas de TNF-α, tanto la unida a membrana como la soluble. El 
TNF-R2 se expresa principalmente en células endoteliales y hematopoyéticas y sólo se 
activa con la forma unida a membrana. El TNF-R1 presenta un dominio citoplasmático 
relacionado con muerte celular.  
La activación del TNF-R1 ocurre por oligomerización y requiere la internalización 
del complejo ligando-receptor. La unión del TNF-α al dominio extracelular del TNF-R1 
produce su activación y la captación de la proteína adaptadora asociada al dominio de 
muerte del TNF-R (TRADD). Por una parte, TRADD puede unirse al dominio de 
muerte asociado a Fas, FADD, mediando la activación de las caspasas 8 y 10. Por otra 
parte, TRADD puede reclutar al factor 2 asociado a TNF-R, o TRAF2, que se une a las 
proteínas 1 y 2 inhibidoras de la apoptosis celular y puede activar también la vía de las 
MAPK. TRADD puede también reclutar a la proteína de interacción con el receptor, 
RIP, y activar la vía del NF-κB (Figiel, 2008).  
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 El TNF-R2, además de contar con capacidad de proteger a las neuronas contra la 
excitotoxicidad, también promueve la supervivencia neuronal así como la regeneración 
oligodendrocítica tras un daño (Marchetti et al., 2004).  
La acción mediada a través de los dos tipos de receptores y la activación de las 
diferentes vías de señalización explican el papel neurotóxico o neuroprotector que 
puede tener el TNF-α (Baud y Karin, 2001; Shohami et al., 1999).  
1.4.2.2. Papel de la Interleuquina-1β 
La IL-1β pertenece a la familia de citoquinas pleiotrópicas que median numerosas 
actividades en el cerebro incluyendo neuroinflamación, fiebre, apetito, aprendizaje y 
memoria (Rothwell y Luheshi, 2000). Participa en la activación de la respuesta inmune 
y juega un papel importante en la iniciación y desarrollo de la cascada inflamatoria. La 
forma activa de IL-1β se produce a partir de la pro-IL-1β y se requiere la actividad de 
caspasa 1.  La unión de IL-1β a su receptor induce la señalización a través de la vía de 
NF-κB o de las MAPKs (Davis et al., 2006). Como podemos comprobar, el TNF-α y la 
IL-1β activan el mismo conjunto de factores de transcripción, aunque median sus 
efectos a través de receptores de superficie celular diferentes y no relacionados. 
La IL-1β puede ser inducida por diferentes ligandos entre los que se encuentran el 
LPS, los LT y otras citoquinas, y presenta una expresión incrementada en respuesta a 
estímulos infecciosos o daño. Los principales productores de IL-1β son los macrófagos, 
pero también la producen microglía, astrocitos, linfocitos T y B o neutrófilos, entre 
otros (Erikson et al., 1999).  
Su unión al receptor IL-1R induce la producción de otras citoquinas inflamatorias 
como IL-6 y TNF-α y el incremento de las enzimas PLA2, COX-2 e iNOS que producen 
AA, PGs y NO, respectivamente. Además, la IL-1β es capaz de autopotenciar su 
expresión como se evidencia en experimentos en los que la inyección de IL-1β produce 
incrementos de su propia producción en diferentes áreas del cerebro (Depino et al., 
2005). Debido a este feedback, pequeños incrementos de interleuquina pueden producir 
potentes cambios en la neuroinflamación en cerebro. El papel clave de esta 
interleuquina en el cerebro se ha demostrado mediante estudios con ratones deficientes 
de receptor IL-1R1 en los que se ha observado una drástica atenuación de la activación 
de microglía y astrocitos y de la producción de IL-6 y COX-2 (Basu et al., 2002; Lin et 
al., 2006). 
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 1.4.2.3. Papel de la Interleuquina-6 
La IL-6 presenta un papel esencial en la regulación de la inflamación, sirviendo de 
balance entre las respuestas pro y anti-inflamatorias. Se ha demostrado que en el cerebro 
participa en procesos tanto neurodegenerativos como neuroprotectores (Spooren et al., 
2011). Se produce a nivel de sistema nervioso periférico y en el SNC, sobre todo en 
neuronas, microglía y astrocitos. Está relacionada con numerosas actividades como 
neurogénesis, control de peso, ingesta, estimulación del eje HPA, inducción de 
“sickness behaviour” y en aprendizaje y memoria, entre otras (Erta et al., 2012). Esta 
interleuquina se encuentra expresada al alza en neuroinflamación promoviendo la 
astrogliosis y la activación de la microglía. También se considera un activador de las 
respuestas de fase aguda. Se ha descrito su actividad en la resolución de la respuesta 
inmune y en el control del paso de la respuesta del sistema inmune innato al adquirido 
(Jones, 2005). 
Esta interleuquina actúa a través de la unión a dos tipos de receptores, uno unido a 
membrana mIL-6R (de expresión limitada) y otro soluble sIL-6R (presente en todos los 
tejidos). Ambos pueden producir su señal interactuando con la glicoproteína soluble 
gp130, que desencadena la respuesta celular a través de la vía de las STAT y las MAPK.  
1.4.3. FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 
1.4.3.1. Factor Nuclear de Transcripción kappa B 
Las proteínas del NF-κB pertenecen a una familia de factores de transcripción que 
regulan múltiples funciones relacionadas con el mantenimiento de la homeostasis del 
cerebro, la regulación de la proliferación celular, la inmunidad innata y adaptativa,  la 
respuesta inflamatoria, la plasticidad sináptica y las respuestas relacionadas con el estrés 
(Celec, 2004).  También son importantes en el proceso de restablecimiento celular que 
puede proteger a las células neuronales contra el estrés oxidativo, la apoptosis y la 
neurodegeneración tras un daño en cerebro (Mattson y Meffert, 2006), y se ha 
comprobado su actividad en los procesos de aprendizaje y memoria (Meffert y 
Baltimore, 2005).  
Este factor de transcripción tiene un papel dual en la respuesta inflamatoria. Por un 
lado, es capaz de regular la transcripción de numerosos genes relacionados con 
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 inflamación y de proteínas de fase aguda y, por otro, puede tener propiedades anti-
inflamatorias y neuroprotectoras (Lawrence, 2009). 
La familia NF-κB está formada por cinco complejos de proteínas de unión al DNA: 
NF-κB1 (p50/p65), NF-κB2 (p52/p100), RelA (p65), cRel y RelB. Durante la presente 
Tesis Doctoral, la mención a NF-κB se refiere al dímero NFκB1 (p50/p65). El NF-κB se 
encuentra ubicuamente expresado (en gran proporción en neuronas y células gliales) y 
su activación se produce en respuesta a diversos mecanismos como incremento de ROS, 
eicosanoides o citoquinas inflamatorias que comienzan las cascadas de señalización a 
través de varios receptores inmunes, como TLRs, IL-1R, TNF-R y receptores de 
antígeno. 
En células no estimuladas el NF-κB se encuentra inactivo en el citoplasma. La 
activación está regulada por el iκB que se encuentran a su vez regulados por las kinasas 
iKK. Una vez que se produce la unión del ligando, los receptores inician la activación 
del complejo iKK que fosforilará al iκB produciéndose la liberación de NF-κB y la 
translocación al núcleo de su forma activa, el p65. Una vez en el núcleo el p65 se une a 
secuencias específicas de DNA situadas en el promotor de genes diana y facilita la 
expresión de numerosas proteínas implicadas en inflamación y daño oxidativo, como 
enzimas (PLA2, COX-2, NADPH oxidasa, iNOS, MMPs), citoquinas (TNF-α, IL-1β, 
IL-6), quimioquinas y otras proteínas como ICAM-1, VCAM-1 y E-selectinas. 
 
Figura 4. Esquema de la activación y la traslocación al núcleo del NF-κB. La activación de  
NF-κB resulta de la fosforilación por ikB y de su degradación. El p65 penetra en el núcleo y se 
fija regiones promotoras específicas de los genes produciendo la expresión de moléculas 
inflamatorias y de daño oxidativo. 
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 1.4.3.2. Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas 
Este otro grupo de factores de transcripción se encuentra implicado principalmente 
en el metabolismo lipídico y la neuroinflamación (Drew et al., 2006). También se 
encargan de modular la respuesta inmune. Existen tres isoformas de receptores 
activados por proliferación de peroxisomas (PPARs), codificadas por diferentes genes: 
PPARα, PPARβ y PPARγ. Éstas presentan similitudes en la estructura y formas de 
actuación molecular compartidas, pero realizan diferentes funciones debido a su 
afinidad por distintos ligandos y a su distribución específica en cada tejido. Las tres 
isoformas se encuentran, en mayor o menor medida, en muchos tejidos del cuerpo, 
incluyendo cerebro y sistema nervioso periférico (Moreno et al., 2004; Cimini et al., 
2005). Se expresan en microglía, astrocitos, oligodendrocitos y neuronas (Heneka y 
Landreth, 2007). Los PPARs se encuentran involucrados en diferenciación y muerte 
celular y en inflamación y neurodegeneración. También se encargan de regular la 
homeostasis energética y metabólica. Los mecanismos de acción de los PPARs se han 
estudiado para desarrollar posibles tratamientos de enfermedades neuroinflamatorias. 
Los agonistas PPAR se han utilizado, terapéuticamente, en diversas enfermedades del 
SNC (Mandrekar-Colucci et al., 2013) y se han propuesto como tratamientos frente a 
drogas de abuso en estudios preclínicos (Le Foll et al., 2013; Bilbao et al., 2015).  
Los PPARs son capaces de regular la transcripción de muchos genes diana. Tras 
unirse al ligando, los PPARs se unen al receptor X retinoide (RXR) formando el 
complejo PPAR/RXR. Este complejo es capaz de unirse a secuencias específicas del 
DNA llamadas elementos respuesta a proliferadores de peroxisoma (PPRE), situadas en 
regiones promotoras de los genes diana.  
Este proceso dependiente de unión al DNA que controla la activación de la 
transcripción de genes diana, se conoce como activación transcripcional (trans-
activación). Los PPARs también pueden reprimir la transcripción de ciertos genes 
(trans-represión). Este mecanismo explica la inhibición de la expresión de genes 
involucrados en la estimulación de la respuesta inflamatoria. En este proceso los PPARs 
interaccionan físicamente con otros factores de transcripción antagonizando varias vías 
de transducción de señales. Éste sería un mecanismo considerado independiente de la 
unión al DNA. Se han descrito tres formas principales de trans-represión de los 
complejos PPAR/RXR (Daynes y Jones, 2002). En la primera, los complejos 
PPAR/RXR competirían por co-activadores compartidos con otros factores de 
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 transcripción, capturarían a los co-activadores inhibiendo la actividad de los otros 
factores de transcripción. La segunda consiste en un antagonismo mutual del receptor, o 
“cross-coupling”, basado en la capacidad del heterodímero PPAR/RXR de formar 
complejo con otros factores de transcripción (AP-1, NF-κB, STAT) produciendo una 
inhibición de la actividad de los factores que forman el complejo. La tercera forma de 
trans-represión implica la capacidad de PPAR/RXR de inhibir la fosforilación y 
activación de algunas moléculas de la cascada de las MAPK.  
Las tres formas de PPAR han demostrado actuar en procesos inflamatorios. Los 
PPARγ realizan varias funciones inhibitorias de la inflamación, incluyendo la reducción 
de la actividad del NF-κB, la inhibición de la producción de moléculas pro-
inflamatorias en linfocitos T, y la promoción de la expresión de mediadores anti-
inflamatorios en células del sistema inmune innato. Los PPARβ han demostrado 
recientemente capacidad de inhibición de la respuesta inflamatoria en células epiteliales, 
disminución de la expresión de mediadores pro-inflamatorios en macrófagos e 
inducción de la expresión de genes anti-inflamatorios y anti-oxidantes.  
Los PPARα pueden actuar como activadores transcripcionales en la expresión de 
genes que se encargan del mantenimiento de la homeostasis lipídica y del balance redox 
durante el catabolismo oxidativo de los ácidos grasos (Desvergne y Wahli, 1999). Sus 
efectos en la vía inflamatoria los producen a través de trans-represión de la expresión de 
ciertos genes. Existe una interacción entre los PPARα y factores de transcripción que 
median la respuesta inflamatoria incluyendo las proteínas STAT, la AP-1 (compuesta 
por c-fos y c-jun), y el complejo NF-κB (compuesto por p50 y p65). Se comprueba que 
la interacción física del PPARα con c-jun y p65 es capaz de inhibir la señal de la vía de 
AP-1 y NF-κB (Delerive et al., 1999). También se ha visto que PPARα produce un 
incremento de la expresión de iκBα (Delerive et al., 2000), que mantendría al NF-κB 
inactivo en el citoplasma. Esto impediría la unión de este factor de transcripción al 
DNA produciendo, por tanto, un efecto anti-inflamatorio. Se comprobó que la 
regulación al alza de la expresión de iκBα no requiere del PPRE en el promotor de iκBα 
sino de sitios de elemento respuesta del NF-κB y del factor de transcripción de 
especificidad de proteínas llamado SP1 (Delerive et al., 2002), demostrándose así que 
PPARα puede regular positivamente la transcripción de genes también en ausencia del 
elemento PPRE. 
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 Los PPARα son activados tras su unión a diversos ligandos naturales como los 
ácidos grasos y sus derivados, en especial las aciletanolamidas OEA y PEA (Fu et al., 
2003), eicosanoides como LT y PG o sintéticos como los fibratos. La activación de este 
tipo de PPAR se ha visto que modula la expresión de genes del metabolismo lipídico y 
de la respuesta inmune e inflamatoria. El papel esencial que ejercen los PPARα en 
inflamación se constató con ratones KO que presentaban una prolongada duración de la 
respuesta inflamatoria (Devchand et al., 1996). Estudios in vitro han demostrado que los 
PPARα atenúan la respuesta inflamatoria en astrocitos (Xu et al., 2006) y microglía (Xu 
et al., 2005). La activación de los PPARα también inhibe la producción de NO y la 
secreción de moléculas pro-inflamatorias.  
1.4.4. ENZIMAS PRO-INFLAMATORIAS Y PRODUCTOS DE SU 
ACTIVIDAD 
1.4.4.1. Ciclooxigenasas y Prostaglandinas 
Las COX son enzimas que catalizan la conversión del AA en una serie de 
prostaglandinas (PGE2, PGD2, PGF2α y PGI2) y tromboxanos (TXA2), que reciben 
conjuntamente el nombre de prostanoides.  
Existen tres isoformas de la enzima COX: COX-1, COX-2 y COX-3. La isoforma 
COX-3 ha sido identificada en perro (Chandrasekharan et al., 2002) y se considera una 
variante del mRNA de la COX-1.  
La COX-1 se expresa de forma constitutiva bajo condiciones normales en varios 
tejidos y media en la regulación de actividades fisiológicas (Yasojima et al., 1999). Se 
ha observado también que la expresión de COX-1 está involucrada en la regulación de 
la respuesta inflamatoria mediante la producción de PGE2 y la regulación del eje HPA 
(Garcia-Bueno et al., 2009).  
La COX-2 se encuentra en niveles muy bajos en condiciones normales pero su 
expresión se ve inducida rápidamente por una gran variedad de estímulos como 
citoquinas, factores de crecimiento, endotoxinas bacterianas, mecanismos oxidativos y 
otra serie de mediadores inflamatorios.  En el SNC, por ejemplo, está implicada en la 
transmisión y la plasticidad neuronal (Yamagata et al., 1993; Kaufmann et al., 1996). La 
región promotora del gen de COX-2 contiene múltiples elementos reguladores de varios 
factores de transcripción como el NF-κB y la AP-1 en varios tipos celulares. 
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 Se reconoce un importante papel de COX-2 en el desarrollo de la neuroinflamación 
y en enfermedades neurodegenerativas (Minghetti, 2004), aunque algunos estudios 
experimentales indican que la deleción o la inhibición completa de COX-2 puede llegar 
también a agravar la respuesta inflamatoria (Choi et al., 2009). 
Las PG son lípidos eicosanoides derivados del AA que realizan funciones de 
mantenimiento homeostático y median en mecanismos patogénicos de la respuesta 
inflamatoria. Estas prostaglandinas pueden desarrollar una actividad tanto anti- como 
pro-inflamatoria. Estas moléculas actúan en varias enfermedades neurodegenerativas 
donde pueden tener un papel dual en la promoción y la resolución de la inflamación 
(Lima et al., 2012). El incremento de la producción de prostanoides en cantidades 
tóxicas por la actividad de COX-2 se ha relacionado con procesos patológicos de 
componente inflamatorio (Seibert et al., 1995).  
En la biosíntesis de las PG, un estímulo dependiente de la PLA2 separa el AA de la 
membrana de fosfolípidos, y a partir de él la síntesis de PG se lleva a cabo por la acción 
de varias enzimas. Estas enzimas serían COX y PG sintasas específicas de cada PG.  
Se han caracterizado dos tipos de prostaglandinas E sintasas (PGES): las 
microsomales (mPGES-1 y mPGES-2) y la citosólica (cPGES). La cPGES y la mPGES-
2 son enzimas constitutivas, mientras que la mPGES-1 es una enzima inducible, que se 
encuentra expresada al alza en respuesta a diversos estímulos inflamatorios. Esta enzima 
es capaz de actuar conjuntamente con COX-2 para la producción de la PGE2.    
La PGE2 actúa a través de los receptores de la familia rodopsina acoplados a 
proteínas G, llamados receptores EP, pero también puede actuar a través de los PPAR. 
La PGE2 tiene un papel fundamental en la neuroinflamación. En el lugar del daño, se ha 
observado que PGE2 está involucrada en la modulación de la respuesta inmune a través 
de acciones pro-inflamatorias asociadas a activación microglial. PGE2 también tiene 
actividad neurotóxica y puede producir muerte celular por apoptosis (Takadera et al., 
2002). Aunque algunos estudios con modelos de excitotoxicidad e isquemia cerebral 
han demostrado un papel neuroprotector del receptor EP2 (McCullough et al., 2004; Liu 
et al., 2005). La inhibición farmacológica del receptor o su deleción genética  revierten 
sus efectos protectores en una forma dependiente de cAMP y producen el incremento de 
la zona infartada.   
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 1.4.4.2. Óxido Nítrico Sintasa inducible y Óxido Nítrico 
Existen tres isoformas de la enzima NOS: la neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) 
y la inducible (iNOS). iNOS es la más relacionada con neuroinflamación ya que 
produce cantidades de NO muy superiores a las que pueden producir las otras dos 
isoformas. La iNOS se caracteriza por su independencia del calcio para sintetizar NO y 
citrulina a partir de L-arginina.  
El NO puede mediar diversas actividades fisiológicas como actividad inmune de 
macrófagos, recaptación de neurotransmisores, neurodesarrollo y plasticidad sináptica. 
Sin embargo, el incremento de su producción tras un estímulo producirá consecuencias 
patológicas como neurotoxicidad y neuroinflamación, es por ello que elevadas 
concentraciones se relacionan con enfermedades neurodegenerativas o estrés.  
La NOS puede producirse en macrófagos, neuronas, células endoteliales, astrocitos 
y microglía, pero son estos dos últimos los que se consideran la fuente principal de NO 
en el SNC durante la neuroinflamación. La activación de iNOS se puede producir por 
numerosos estímulos como infecciones, citoquinas y quimioquinas o neurotoxinas. La 
regulación de su expresión está mediada por la vía de las MAPKs, por las ROS y varios 
factores de transcripción como STAT, NF-κB y AP-1 (Saha y Pahan, 2006). Se ha 
comprobado que la activación de NF-κB es esencial en la expresión de iNOS (Madrigal 
et al., 2001). 
Durante la neuroinflamación la expresión al alza de iNOS producirá grandes 
cantidades de NO que reaccionarán con otras especies reactivas como el anión 
superóxido (O2-) formando peróxido de nitrito (ONOO-), responsable principal del 
estrés oxidativo (Pacher et al., 2007). Estas moléculas realizan el proceso citotóxico 
llamado peroxidación lipídica: ONOO- puede producir muerte celular al atacar y 
desestabilizar la estructura de las membranas plasmáticas celulares y liberar productos 
tóxicos procedentes de la degradación de fosfolípidos de membrana como el 
malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE). 
1.4.5. EL ESTRÉS OXIDATIVO  
El estrés oxidativo se produce como consecuencia de la ruptura del balance entre los 
niveles de especies reactivas de oxígeno/especies reactivas de nitrógeno (ROS/RNS) y 
antioxidantes. Niveles basales de estas especies reactivas son mediadores de 
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 supervivencia celular, proliferación, diferenciación y apoptosis (Dröge, 2002). Pero la 
excesiva producción de ROS desencadenará estrés oxidativo produciendo daño neuronal 
e inflamación y contribuyendo al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, 
neurotraumáticas y neuropsiquiátricas (Kovacic y Somanathan, 2012). 
Muchas enzimas inflamatorias como MMP-9, PLA2, COX-2, iNOS y moléculas de 
adhesión están asociadas a estrés oxidativo mediante la generación de ROS. Las ROS 
son moléculas de señalización clave para la respuesta inflamatoria en el SNC a través de 
la activación de factores de transcripción sensibles a redox, incluyendo el NF-κB y la 
AP-1 (Valko et al., 2007). La producción de ROS en células neuronales promueve la 
translocación de NF-κB al núcleo donde interacciona con elementos que facilitan la 
expresión de enzimas pro-inflamatorias, citoquinas, quimioquinas, factores de 
crecimiento y moléculas de adhesión. Se ha observado que la habilidad de unión del 
NF-κB al DNA modula el estado redox de la célula (Nishi et al., 2002). 
Existen diferentes fenómenos que dirigen el estrés oxidativo y/o nitrosativo en el 
cerebro. Los radicales libres mitocondriales y la activación de la NADH oxidasa son los 
mecanismos principales relacionados con la neurodegeneración. Bajo condiciones 
fisiológicas el 1% del flujo de electrones en la cadena respiratoria mitocrondrial 
producen la formación de un peligroso producto, el O2-. Pero durante la 
neuroinflamación se incrementan drásticamente los niveles de este producto. Éste se 
transforma rápidamente en peróxido de hidrógeno (H2O2) por la enzima superóxido 
dismutasa y el H2O2 reacciona con metales de transición reducidos produciendo 
radicales hidroxil (OH-) altamente reactivos. Adicionalmente, el O2- reacciona con el 
NO para generar el ONOO- que reacciona con dióxido de carbono causando daño en 
proteínas a través de la formación de complejos de nitrotirosina y peroxidación de 
lípidos de membrana. 
1.5. MARCADORES DE DAÑO CELULAR  
1.5.1. LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA Y LAS CASPASAS 
Las ROS/NOS pueden unirse a varios sustratos en la célula causando peroxidación 
en proteínas, DNA, RNA o lípidos. La peroxidación lipídica en el cerebro, a partir de 
ácidos grasos poliinsaturados como el AA, concluye con la formación de dos 
subproductos el MDA y el 4-HNE. Estas moléculas realizan su función gracias a la 
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 capacidad que poseen para unirse a otras biomoléculas como aminoácidos, proteínas o 
ácidos nucleicos pudiendo entonces participar en actividades de citotoxicidad, 
proliferación celular o regulación de la expresión de factores de transcripción (Ayala et 
al., 2014). También causan disfunción endotelial y cambios en neuroinflamación por 
inducción de enzimas y citoquinas. Se ha demostrado que elevados niveles de productos 
de la peroxidación lipídica se encuentran ligados a varios procesos neuropatológicos.  
Los aldehidos reactivos de los productos de la peroxidación lipídica, especialmente 
del 4-HNE, son los que pueden producir necrosis o apoptosis en las células. Este 
proceso citotóxico lo realizan modulando diversos factores de transcripción o vías de 
señalización entre las que se incluyen las caspasas.  
La apoptosis puede seguir una vía intrínseca o extrínseca. La extrínseca implica al 
TNF-α y los receptores de muerte de la superficie celular. La intrínseca involucra varios 
estímulos no mediados por receptores. Las caspasas se encuentran presentes en forma 
inactiva y se activan por un mecanismo de escisión. La caspasa 8 comienza a 
desensamblarse en respuesta a ligandos inductores de la apoptosis. La caspasa 8 se 
considera una caspasa iniciadora de la  señal apoptótica y es la que activa a la caspasa 3 
por escisión proteolítica. La caspasa 3 activada (considerada ejecutora de la apoptosis) 
puede entonces romper proteínas celulares vitales produciendo la muerte de la célula. 
(Elmore, 2007). En el caso del 4-HNE se ha demostrado que mediante su unión a 
proteínas y la formación de complejos moleculares, activaría el estrés oxidativo y 
desencadenaría la vía de las caspasas apoptóticas mencionada (Liu et al., 2000).   
1.5.2. LAS PROTEÍNAS DEL GRUPO CAJA 1 DE ALTA MOVILIDAD 
(HMGB1) 
Como consecuencia del daño celular se produce la liberación de patrones 
moleculares endógenos de respuesta al daño tisular, DAMPs, desde el citosol (como las 
proteínas S100 o las proteínas de choque térmico), o desde el núcleo (las HMGB1). Las 
HMGB1 son proteínas nucleares que actúan estabilizando la formación del nucleosoma 
y facilitando la unión de proteínas reguladoras al DNA, controlando así la expresión de 
varios genes. Cuando la respuesta inflamatoria produce daño o muerte celular las 
HMGB1 pueden ser excretadas al espacio extracelular de dos maneras: de forma activa 
por los macrófagos, las células dendríticas y las células “natural killer” tras la 
activación por endotoxinas o citoquinas pro-inflamatorias, y de forma pasiva por células 
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 necróticas (Lotze y Tracey, 2005). Las HMGB1 extracelulares actúan activando las 
células endoteliales e incrementando la migración celular y la respuesta inflamatoria. 
Las HMGB1 actúan principalmente a través de los receptores para compuestos de 
glicosilación avanzada, pero también a través de los TLR4 y TLR2. Después de la 
activación de los receptores, las HMGB1 producen la transducción de la señal mediante 
la vía NF-κB produciendo la transcripción de genes pro-inflamatorios. La señal de daño 
HMGB1/TLR4 se ha asociado a activación neuroinmune producida por endotoxinas y 
por alcohol (Qin et al., 2008).  
1.6. NEUROINFLAMACIÓN Y ENFERMEDADES DEL SISTEMA NERVIOSO 
CENTRAL 
La neuroinflamación juega un papel importante en la etiología y desarrollo de 
procesos neurodegenerativos, desórdenes psiquiátricos, depresión, estrés y adicción. 
Debido a la implicación de la neuroinflamación en estos procesos patológicos se han 
estudiado diversos tratamientos anti-inflamatorios tanto para prevenir como para 
ralentizar la progresión de estas enfermedades.  
Se ha observado un papel fundamental de la neuroinflamación en diversas 
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (Hensley, 2010), Parkinson (Hirsch 
et al., 2012) o esquizofrenia (Monji et al., 2013) entre otras. Esta neuroinflamación, 
como hemos visto, se caracteriza por una serie de alteraciones en el SNC entre las que 
destacan la activación de las células del sistema inmune innato (principalmente 
microglía y astrocitos), el incremento de citoquinas (TNF-α, IL-1Β  e IL-6), de enzimas 
(COX-2, iNOS) y de factores de transcripción inflamatorios (NF-κB) y la producción de 
daño oxidativo. En muchas de estas enfermedades se produce muerte neuronal debido a 
esa respuesta neuroinflamatoria incontrolada. Estas alteraciones se han observado tanto 
en personas que sufren la enfermedad neurodegenerativa como en modelos animales. Se 
propone que estas patologías producen daño mediante una interconexión entre 
citotoxicidad, inflamación, estrés oxidativo y apoptosis (Farooqui et al., 2007).  
También existen evidencias de que los procesos inflamatorios y neurodegenerativos 
juegan un papel muy importante en la depresión (Maes et al., 2009). Los síntomas del 
llamado "sickness behavior" (explicado detalladamente en el punto 3.3 de esta Tesis 
Doctoral) que se producen en respuesta a un daño o enfermedad son similares a los que 
suceden en la depresión. Varios factores indican una relación entre inflamación y 
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 depresión: la depresión es comórbida con enfermedades inflamatorias (cáncer, diabetes, 
obesidad y enfermedades autoinmunes), individuos con desórdenes  depresivos 
presentan elevados niveles de marcadores inflamatorios y la inhibición de la vía 
inflamatoria se ha observado que mejora el estado de ánimo (Rosenblat et al., 2014). 
Además, esos niveles de marcadores inflamatorios elevados asociados con los síntomas 
de la depresión influyen en la severidad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento.  
El estrés también altera la función inmunológica e induce la respuesta inflamatoria a 
través de la producción de mediadores pro-inflamatorios. Tanto el estrés agudo como el 
crónico se asocian con incrementos de citoquinas pro-inflamatorias y disminución de las 
anti-inflamatorias. A nivel génico el incremento de la transcripción de genes pro-
inflamatorios ocurre principalmente como resultado del aumento de la activación del 
NF-κB. Una posible explicación de la alteración inmunológica es que la respuesta al 
estrés se encuentra mediada por los GC. Los GC en niveles basales tienen actividad 
anti-inflamatoria pero en situaciones patológicas relacionadas con el estrés se 
encuentran elevados y podrían causar neuroinflamación (Garcia-Bueno et al., 2008). 
Este efecto implicaría un feedback en los receptores de los GC.  
Varios estudios sugieren que podría existir una relación entre neuroinflamación y 
adicción. Se ha comprobado que las drogas de abuso producen neuroinflamación y 
neurodegeneración. Existen evidencias de que el consumo de drogas de abuso está 
relacionado con la activación del sistema inmune (Orio et al., 2004; 2009). Además, los 
efectos perjudiciales del abuso de estas sustancias en el cerebro se deben en parte a la 
neuroinflamación que desencadenan (Clark et al., 2013). También se ha encontrado esta 
relación entre neuroinflamación y adicción en el caso del consumo de alcohol (Crews et 
al., 2011), que será tratado en el punto 4.4 de esta Tesis Doctoral. Debido a los 
resultados de los estudios que sugieren la participación del sistema inmune innato en la 
etiología y mantenimiento de la adicción, se han propuesto nuevas líneas de dianas 
terapéuticas de tratamientos frente a la adicción que se centran en esa respuesta del 
sistema inmune innato y en la neuroinflamación. Una de las dianas terapéuticas 
farmacológicas propuestas frente a la adicción son los lípidos transmisores (Orio et al., 
2013), que serán comentados en el punto 2 de esta Tesis Doctoral. 
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 2. LAS ACILETANOLAMIDAS 
2.1. EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y LAS ACILETANOLAMIDAS 
El sistema endocannabinoide es capaz de regular una gran variedad de funciones 
fisiológicas en el organismo como el desarrollo neuronal, la función inmune, el 
metabolismo, la plasticidad sináptica y el estado emocional. Entre los elementos que 
forman parte del sistema endocannabinoide se encuentran una serie de ligandos 
endógenos bioactivos, receptores específicos y mecanismos de síntesis y degradación. 
Los endocannabinoides se encuentran presentes en todos los tejidos, son sintetizados a 
demanda y no se encuentran acumulados en el organismo en vesículas de reserva. Sus 
niveles endógenos están regulados directamente por enzimas que se encargan de su 
síntesis y de su degradación. En respuesta a estímulos celulares los endocannabinoides 
se generan desde fosfolípidos de membrana por acción de hidrolasas específicas o por 
combinación de hidrolasas y aciltranferasas. Después de actuar como ligandos en sus 
receptores estas moléculas son rápidamente recaptadas y degradadas.  
Dentro de los lípidos bioactivos que forman parte del sistema endocannabinoide  
encontramos ligandos endógenos derivados del AA, algunos de los cuales son la 
anandamina (AEA), el 2-araquidonil glicerol (2-AG), el 2-araquidonil gliceril éter y la 
virodamina. Como receptores del sistema endocannabinoide destacan dos pertenecientes 
a la familia de GPCR, el CB1 y el CB2. El CB1 es el GPCR más abundante en el SNC, 
localizándose en neuronas y células gliales principalmente, aunque también se expresa 
en tejidos periféricos. El CB2 se expresa principalmente en el sistema inmune (en 
linfocitos B, monocitos, neutrófilos y linfocitos T) aunque también puede encontrarse 
en células del SNC. Además de estos receptores se han identificado otros a través de los 
cuales los endocanabinoides pueden ejercer sus acciones, entre los que se encuentran el 
receptor de vanilloides tipo 1 (TRPV1), que sirve como diana para la AEA y sus 
derivados, los GPCR: GPR55 y GPR119, o los receptores nucleares PPAR, capaces de 
reconocer varios ligandos endocannabinoides. 
La familia de las N-aciletanolamidas (NAEs), a la que pertenece la AEA, cuenta con 
otras dos moléculas bioactivas: la oleoiletanolamida (OEA) y la palmitoiletanolamida 
(PEA) (Matias et al., 2007), que han demostrado actividad en la respuesta inmune y en 
la inflamación. El papel de la AEA y de los receptores a través de los cuales ejerce 
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 principalmente sus acciones, el CB1 y el CB2, ha sido ampliamente estudiado en 
numerosas patologías y en la neuroinflamación (DiMarzo, 2008). Mientras que la AEA 
se encuentra presente en concentraciones bajas en el organismo, otras NAEs como OEA 
y PEA son más abundantes. Ni la OEA ni la PEA actúan a través de la activación de 
receptores cannabinoides, sino principalmente a través de los PPARα (Rodriguez de 
Fonseca et al., 2001; LoVerne et al., 2005). Aunque las dianas moleculares mediante las 
cuales actúan difieren de las de la AEA, estas NAEs comparten algunas vías 
biosintéticas y catabólicas con la AEA.  
2.2. BIOSÍNTESIS DE LAS ACILETANOLAMIDAS 
Las NAEs, etanolamidas de varios ácidos grasos de cadena larga, son lípidos 
bioactivos formados a partir de glicerofosfolípidos de membrana a través de vías de 
transacilación-fosfodiesterasas. Se han propuesto varias vías de síntesis de NAEs 
(Figura 5). La más estudiada es la que se realiza a través de la actividad de una N-
aciltransferasa (NAT) dependiente de Ca2+ y AMPc que transfiere un ácido graso desde 
la posición sn-1 de la fosfatidilcolina (PC) al grupo amino libre de la 
fosfatidiletanolamina (PE) formando así el precursor N-acilfosfatidiletanolamina 
(NAPE). Este NAPE tras la transformación por una fosfolipasa D específica de NAPE 
(NAPE-PLD) produce el incremento de NAEs (Cadas et al., 1996).  
En un estudio se identifica, primero en rata y más tarde en ratón y humano, una 
actividad enzimática, la N-acil transferasa o NAT que es independiente de Ca2+, llamada 
RLP-1 o iNAT (Jin et al., 2007), que funcionaría como una N-aciltransferasa de PE 




Figura 5. A: Diferentes rutas propuestas para la síntesis de las NAEs (enzimas implicadas en 
color rojo). B: Estructura química de los precursores y de las moléculas PEA y OEA. 
La PEA y la OEA, al igual que la AEA, son sintetizadas a partir de diferentes 
precursores por acción de la enzima NAPE-PLD (Okamoto et al., 2004). Aunque tras 
observarse que los ratones KO para la enzima NAPE-PLD mostraban niveles similares 
de AEA que los WT, se plantea que esta enzima no sería la única responsable de su 
síntesis.  
Se han propuesto otras vías de síntesis para la formación de NAEs. Una de ellas se 
realiza a través de la actividad de una lipasa NAPE selectiva llamada αβHidrolasa-
4(αβH4) (Simon y Cravatt, 2006). Esta enzima se encuentra muy expresada en sistema 
nervioso y realizaría la doble O-deacilación de NAPEs para formar glicerofosfo- NAEs 
(GP-NAEs) (también llamadas Lisofosofo-NAEs) que tras la acción de otras 
fosfodiesterasas se convertirían en NAEs. Más tarde se identifica la 
glicerofosfodiesterasa GDE1 como una enzima de membrana que realizaría actividad 
fosfodiesterasa GP-NAE (Simon y Cravatt, 2008).  
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 Otro mecanismo adicional de síntesis propuesto sería la hidrólisis de NAPE a N-
acil-liso-PE (Lyso-NAPE) catalizada por la enzima PLA2, seguida de ruptura de Lyso-
NAPE a NAEs, catalizada por una lisofosfolipasa D (liso- PLD) (Sun et al., 2004). 
En otra posible vía estaría implicada la actividad de una fosfolipasa-C (PLC) (vía 
comprobada en la síntesis de AEA pero no en el resto de NAEs) (Liu et al., 2006). 
2.3. CATABOLISMO DE LAS ACILETANOLAMIDAS 
En relación con las vías catabólicas de los endocannabinoides, se han descrito cuatro 
enzimas implicadas en la finalización de la señal: la ácido graso aminohidrolasa-1 
(FAAH-1), la ácido graso aminohidrolasa-2 (FAAH-2), N-aciletanolamina hidrolizante 
ácido amidasa (NAAA) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL). 
La NAAA es una enzima lisosomal con actividad óptima a pH ácido. Puede 
metabolizar PEA y OEA a sus correspondientes ácidos grasos y etanolamina. NAAA 
hidroliza PEA mucho más rápidamente que cualquier otra NAE, especialmente en 
presencia de detergentes no iónicos (Ueda et al., 2001; Tsuboi et al., 2005). Se expresa 
principalmente en varios tejidos periféricos y en macrófagos, pero se encuentra en 
niveles bajos en cerebro y no se considera tan importante en la degradación de los 
endocannabinoides como la FAAH. 
La FAAH es una enzima unida a membrana que pertenece a la familia de las serinas 
hidrolasas. Se ha comprobado que en humanos se expresan ambas formas de la enzima 
FAAH, pero en roedores sólo se encuentra expresada la FAAH-1 (Wei et al., 2006). 
Está ampliamente distribuida por todos los tejidos de los mamíferos con elevadas 
concentraciones en cerebro e hígado (Cravatt y Lichtman, 2002). AEA y otras NAEs 
son principalmente hidrolizadas por la FAAH a través de la ruptura hidrolítica del 
enlace amida para formar ácidos grasos y etanolamidas (Ueda, 2002). La desactivación 
farmacológica de FAAH incrementa los niveles endógenos de etanolamidas y produce 
fenotipos analgésicos, anxiolíticos, antidepresivos y anti-inflamatorios (Ahn et al., 
2008).  
La OEA y la PEA son capaces de incrementar los niveles de AEA mediante un 
efecto conocido con el nombre de “entourage effect” (Jonsson et al., 2001). Estas NAEs 
actuarían competitivamente por el sitio catalítico de la enzima FAAH disminuyendo la 
degradación de AEA. También puede producirse este efecto mediante competición de 
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 las distintas NAEs por los receptores a través de los que realizan su actividad. Este sería 
el caso de los receptores TRPV1 que pueden considerarse un punto de interacción entre 
AEA y otras NAEs. La PEA y la OEA potencian los efectos de AEA en los TRPV1. La 
OEA, pero no la PEA, es agonista de los TRPV1 con igual potencia que la AEA. Sin 
embargo, se propone la posibilidad de una actuación conjunta de AEA, PEA y OEA 
para activar directa o indirectamente los receptores TRPV1 (Ho et al., 2008). 
Se han propuesto, alternativamente, otras enzimas como COX-2, LOX y citocromo 
p450 capaces de inactivar esas aciletanolamidas por oxigenación (Rouzer y Marnett, 
2011) generando otra serie de moléculas bioactivas, entre otras, prostaglandinas-
etanolamidas y ésteres de glicerol.  
2.4. LA ANANDAMIDA Y LA INFLAMACIÓN 
La AEA fue aislada y descrita estructuralmente, por primera vez, en 1992 por 
Devane y colaboradores (Devane et al., 1992). Es un lípido endógeno de señalización 
que se une a receptores cannabinoides CB1 y CB2 y produce efectos farmacológicos 
similares a los canabinoides. Se ha comprobado que la AEA es capaz de activar los 
receptores TRPV1 (Zygmunt et al., 1999) y los PPARγ (Bouaboula et al., 2005). 
También se ha visto que la AEA podría ser un agonista parcial de los receptores GPR55 
(Sharir et al., 2012). La AEA está implicada en una variedad de procesos fisiológicos y 
patológicos incluyendo adicción a drogas de abuso, obesidad y desarollo embrionario. 
También se ha comprobado su actividad en procesos inflamatorios y en 
neurodegeneración. La síntesis y degradación de AEA modifica los niveles de AA, que 
es un precursor clave de numerosos componentes inflamatorios y nociceptivos 
incluyendo prostanoides y LT. En concreto, el incremento de AA inducido por AEA 
puede producir la formación de eicosanoides con acciones inmunes e inflamatorias 
como la PGE2.  
El incremento de los niveles de AEA, bien directamente o por inhibición de su 
recaptura o degradación, se ha visto que reduce los niveles de citoquinas 
proinflamatorias y mediadores inflamatorios producidos en respuesta a una estimulación 
inmune en varios estudios in vitro. De esta forma se ha comprobado que la AEA 
disminuye el incremento de NO e IL-6 en macrófagos inducido por LPS, en una forma 
dependiente de concentración (Chang et al., 2001). En cultivos de microglía la AEA 
inhibe el incremento de TNF-α inducido por LPS también en una forma dependiente de 
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 concentración (Facchinetti et al., 2003). En otros estudios se utilizan inhibidores de la 
enzima FAAH en cultivos de microglía, observándose una disminución de la expresión 
de las enzimas COX-2 e iNOS y por tanto de los mediadores PGE2 e NO (Tham et al., 
2007). En cultivo de astrocitos se comprueba que mediante la inhibición de la 
recaptación de la AEA, ésta es capaz de promover la respuesta anti-inflamatoria tras la 
estimulación causada por LPS (Ortega-Gutierrez et al., 2005). En este caso se observa 
una disminución de la expresión de iNOS, y de los niveles de TNF-α, IL-1β e NO, 
aunque también se apunta un ligero incremento de los niveles de IL-6. 
La evidencia in vivo del papel inmunomodulatorio del incremento de la AEA se ha 
conseguido tras la administración sistémica de una endotoxina bacteriana. Tanto la 
inhibición de la recaptación de la AEA como la inhibición de la FAAH, reducen el 
incremento en los niveles de interleuquinas en plasma inducido por el LPS (Roche et 
al., 2008). Se ha observado que la inhibición de la enzima FAAH y los consiguientes 
incrementos de AEA, en varios modelos animales, tienen una función clave en el 
tratamiento del dolor inflamatorio y neuropático (Salaga et al., 2014; Roques et al., 
2012), y en otras enfermedades con claro componente inflamatorio como la esclerosis 
múltiple (Jean-Gilles et al., 2009).  
El sistema endocannabinoide está muy activado durante la inflamación del SNC y 
protege a las neuronas del daño ejerciendo funciones de neuroprotección. Los niveles de 
AEA incrementados en tejido cerebral dañado, regularían la expresión de la MAPK1 en 
células microgliales a través de la activación de los receptores cannabinoides 
(Eljaschewitsch et al., 2006). La modulación de la señal de la vía de las MAPK produce 
un feedback negativo en el sistema inmune para reprimir la respuesta inflamatoria y 
limitar las consecuencias neurodegenerativas que pueda causar ese daño cerebral.  
2.5. LA PALMITOILETANOLAMIDA Y LA INFLAMACIÓN 
La PEA o N-(2-hidroxietil)-hexadecanamida fue identificada en 1965 por Long y 
Martin (Long y Martin, 1965). Se encuentra presente en cerebro, hígado y músculo 
esquelético. Se ha comprobado que reduce las reacciones alérgicas y la inflamación en 
animales y que tiene capacidad para inhibir la inflamación periférica. Estas acciones 
están acompañadas de cambios en la producción de NO: la PEA inhibe la producción de 
NO en macrófagos estimulados con LPS (Ross et al., 2000). En cuanto a la expresión de 
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 las enzimas pro-inflamatorias COX-2 e iNOS, la PEA reduce los incrementos de estas 
enzimas en un modelo de inflamación aguda en rata (Costa et al., 2002). 
La PEA participa en los mecanismos de regulación endógenos que se activan en el 
organismo tras diferentes tipos de daños tisulares o la estimulación de fibras 
nociceptivas o de la respuesta inflamatoria. La PEA es capaz de producir analgesia en 
modelos de dolor visceral, neuropático e inflamatorio. La PEA reduce la hiperalgesia 
provocada por el factor de crecimiento nervioso y disminuye la infiltración de 
neutrófilos (Farquhar-Smith y Rice, 2003).  
Aunque la PEA media sus efectos, principalmente, a través de los receptores 
PPARα, también se ha estudiado su actividad a través de los TRPV1 (Ho et al., 2008) y 
se ha comprobado que es un agonista potente y selectivo del receptor GPR55 (Ryberg et 
al., 2007). Inicialmente se sugirió que la PEA era ligando endógeno de CB2 (Facci et al., 
1995), pero estudios posteriores demostraron que la PEA tiene muy baja afinidad por 
este receptor (Griffin et al., 2000). Aunque un estudio muestra que en presencia de 
antagonistas de CB2 la PEA pierde su capacidad analgésica (Calignano et al., 2001), por 
lo que la PEA podría realizar algunas funciones a través de este receptor o potenciar 
directamente la acción de otros endocannabinoides que lo activen. 
Las propiedades anti-inflamatorias de la PEA ocurren por activación de los PPARα 
(LoVerme et al., 2005). La PEA ha demostrado realizar acciones anti-inflamatorias en 
ratones control que no se observan en los ratones deficientes para el receptor PPARα. Si 
PPARα media los efectos anti-inflamatorios de la PEA, esta etanolamida puede servir al 
igual que la OEA de ligando endógeno del receptor. Se ha comprobado esta actividad 
anti-inflamatoria de la PEA en varios modelos de edema inducido y de isquemia. La 
administración aguda de PEA disminuye el incremento de enzimas pro-inflamatorias 
(COX-2 e iNOS) en un modelo de edema (D´Agostino et al., 2007), acción que realiza a 
través de los PPARα. En un modelo de isquemia cerebral la PEA ha demostrado 
capacidad para regular la expresión de mediadores inflamatorios y para reducir el área 
de la zona infartada (Ahmad et al., 2012b). 
La PEA ha demostrado ejercer efectos neuroprotectores también a través de los 
PPARα (Koch et al., 2011). Ésta aciletanolamida muestra actividad neuroprotectora 
mediante la disminución del edema cerebral, la regulación de la inflamación y la 
limitación de la muerte celular (Esposito y Cuzzocrea, 2013). La administración de PEA 
ha demostrado tener efectos beneficiosos en el SNC tras un daño cerebral traumático o 
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 en patologías relacionadas con la edad. La PEA es capaz de limitar la zona dañada, 
reducir la pérdida de tejido neuronal y recuperar algunas de las funciones perdidas.  
2.6. LA OLEOILETANOLAMIDA 
La OEA es el análogo monoinsaturado de la AEA que, a diferencia de esta, no actúa 
vía activación de los receptores cannabinoides. La OEA fue descrita como factor de 
saciedad (Rodríguez de Fonseca et al., 2001), función que realiza a través de los 
PPARα, considerándose, por tanto, la OEA agonista endógeno de estos receptores (Fu et 
al., 2003; Guzmán et al., 2004). Además, se ha comprobado que la OEA puede ser 
ligando endógeno del receptor GPR119 (Overton et al., 2006), a través del cual 
mediaría, al menos en parte, las actividades de regulación de la ingesta y el peso 
corporal.  Por otra parte la OEA, actuando a través de los receptores TRPV1 (Ahern, 
2003; Wang et al., 2005), puede excitar a neuronas sensitivas y en este caso incrementar 
la sensibilidad visceral al dolor. La OEA también es capaz de activar los receptores 
GPR55 pero con menor potencia que la PEA (Brown, 2007a). 
La OEA, a través de los PPARα, realiza principalmente funciones metabólicas como 
la regulación del metabolismo lipídico, y funciones fisiológicas como la modulación de 
la ingesta y el peso corporal, funciones neuroprotectoras, analgésicas y ansiolíticas y de 
regulación de la conducta dirigida a la obtención de recompensa (Orio et al., 2013).  
Tras la unión de la OEA al PPARα, éste heterodimeriza con el receptor RXR, para 
después unirse a secuencias específicas de DNA llamadas PPRE. Estos PPRE modulan 
la transcripción de genes diana que controlan una amplia variedad de actividades 
metabólicas y fisiológicas (Figura 6). 
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Figura 6. Esquema de la actuación de la OEA a través de la unión a sus diferentes receptores. 
Mediante la activación de los receptores nucleares PPARα y su unión a las secuencias PPRE del 
DNA, la OEA produce la expresión de genes involucrados en actividades fisiológicas y 
metabólicas. 
Entre los genes regulados por los PPARα que participan en el metabolismo de los 
ácidos grasos encontramos los de la traslocasa de ácido graso, los de la proteína 
transportadora de ácido graso (Motojima et al., 1998) y también los de expresión de los 
propios PPARs (Escher et al., 2001). Estos receptores nucleares también participan en la 
expresión de genes de las proteínas desacoplantes relacionadas con la oxidación lipídica 
y el balance energético (Villarroya et al., 2007). Varios estudios han comprobado que la 
OEA es capaz de inducir la expresión de estos genes relacionados con el metabolismo 
lipídico y la utilización de los ácidos grasos. 
En cuanto a las funciones metabólicas, la administración sistémica de OEA ha 
demostrado reducir la ingesta de comida y el peso corporal. La PEA causa los mismos 
efectos, pero de forma más débil, y la AEA y el ácido oleico no muestran esos efectos 
(Rodríguez de Fonseca et al., 2001). La capacidad anoréxica de la OEA tiene origen 
periférico, ya que este efecto no se observa cuando la OEA se administra 
intracerebroventricularmente. Además las fibras periféricas sensitivas tienen un papel 
fundamental en esta actividad de la OEA. La administración de OEA produce saciedad 
y reduce la ganancia de peso corporal en ratones control, pero no en los carentes de 
PPARα (Fu et al., 2003). Los resultados de este estudio confirman que la OEA realiza 
actividades de regulación de la ingesta y del peso corporal actuando como agonista de 
los PPARα. También se comprueba la habilidad de la OEA para reprimir la expresión 
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 de iNOS en el yeyuno de los ratones, a través de la activación de los receptores PPARα, 
sugiriendo que una regulación a la baja de NO puede contribuir a la inducción de la 
saciedad por parte de este mediador lipídico. Además la OEA, a través de la activación 
de los PPARα, produce la estimulación y movilización de los ácidos grasos (Guzmán et 
al., 2004). La OEA incrementa los niveles de glicerol y de ácidos grasos desde los 
adipocitos y la oxidación de los ácidos grasos en varios tipos celulares in vitro. La 
actividad inductora de la lipólisis de la OEA se observa también in vivo, donde el 
tratamiento con OEA reduce la ganancia de peso y el contenido de triacilgliceroles en 
ratas obesas y ratones control, pero no en los ratones deficientes de PPARα. 
2.6.1. OLEOILETANOLAMIDA, INFLAMACIÓN Y NEUROPROTECCIÓN 
Como se explica en el primer capítulo de esta tesis, la activación de los PPARα 
modula la expresión de genes relacionados con la respuesta inflamatoria. La activación 
de estos receptores produce efectos anti-inflamatorios a través, principalmente, de la 
regulación de las vías de AP-1 y de NF-κB.  
A través de un mecanismo dependiente de la activación de los PPARα la OEA 
presenta propiedades analgésicas reduciendo las respuestas nociceptivas (Suardíaz et al., 
2007). En este mecanismo también estaría implicada la transmisión glutamatérgica, ya 
que la coadministración de MK801 (antagonista NMDA) junto con la OEA potencia los 
efectos analgésicos de ésta. 
Como se ha señalado al principio de este capítulo, los endocannabinoides y más 
específicamente las NAEs pueden realizar funciones neuroprotectoras. En concreto los 
efectos neuroprotectores de la OEA siguen un patrón de curva U dosis-respuesta, en el 
cual sólo algunas dosis son efectivas y elevadas dosis de OEA presentan efectos 
adversos (Galán-Rodríguez et al., 2009). En dicho estudio la OEA presenta un papel 
protector parcial y dependiente de dosis tanto en cultivos de neuronas, como en modelos 
in vivo donde protege contra la muerte neurotóxica inducida por la neurotoxina 6-
OHDA. Estas propiedades neuroprotectoras de la OEA ocurren a través de los PPARα. 
En un modelo de isquemia en ratón se comprueba que el pretratamiento con OEA 
reduce el volumen de infarto tras la oclusión de la arteria cerebral en los ratones control 
pero no en los carentes de PPARα (Sun et al., 2007). La OEA incrementa en la corteza 
frontal la expresión de iκBα, restringiendo la actividad del NF-κB y reduciendo el daño 
cerebral. Ésta aciletanolamida, al regular la vía de señalización del NF-κB, produce 
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 disminución de la expresión de COX-2. Esta COX-2 es la enzima responsable de la 
producción de PGs que potencian el dolor y la inflamación, por lo que la OEA mediante 
esta vía podría llegar a ejercer una función neuroprotectora.  
2.7. ENDOCANNABINOIDES, ACILETANOLAMIDAS Y ENFERMEDADES 
DEL SNC 
El sistema endocannabinoide se encuentra presente en la regulación del eje HPA. 
Como ya hemos visto, la neuroinflamación produce activación de este eje controlando 
las respuestas del organismo frente a un daño o infección para recuperar la homeostasis, 
por lo que numerosos estudios sobre tratamientos para enfermedades que cursan con 
neuroinflamación se han dirigido al estudio del sistema endocannabinoide. Además, 
este sistema está formado por una serie de elementos que se encuentran amplia y 
densamente expresados en el sistema inmune de los mamíferos y en el cerebro, por lo 
que representan una importante diana terapéutica para un gran número de trastornos 
inflamatorios periféricos y centrales (Centonze et al., 2007). Se ha comprobado que los 
agonistas de los receptores endocannabinoides modulan la función inmune y la 
respuesta inflamatoria en varios tipos de patologías como epilepsia, ansiedad, depresión 
y enfermedades neurodegenerativas (Pertwee, 2012).  
En cuanto a las funciones del sistema endocannabinoide, además del papel 
neuromodulador que éste realiza también se ha visto su participación en la 
supervivencia neuronal. Los endocannabinoides ejercen neuroprotección contra 
isquemia, daño traumático o daño neuronal inflamatorio a través de diversos 
mecanismos entre los que se encuentran el bloqueo de la activación microglial, la 
disminución de los niveles de enzimas y mediadores pro-inflamatorios, el incremento de 
los niveles de factores neurotróficos, la reducción del influjo de Ca2+ o el aumento de la 
actividad antioxidante (Zogopoulos et al., 2013). Los endocannabinoides, mediante la 
activación del CB1, protegen del daño cerebral agudo, la neuroinflamación y la 
neurodegeneración. A través de la activación del CB2 en células gliales limitan la 
neuroinflamación y contribuyen a la neuroprotección. Además, también pueden ejercer 
esta neuroprotección mediante mecanismos independientes de los receptores CB, por 
ejemplo mediante la generación de otras moléculas bioactivas por parte de enzimas que 
metabolizan los endocannabinoides (como COX-2), o mediante las NAEs que ejercen 
propiedades neuroprotectoras a través de los PPAR (Galve-Roperh et al., 2008). 
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 Aunque algunos estudios han demostrado que elevados niveles de endocannabinoides 
pueden ejercer acciones neurotóxicas. En este caso sería determinante el balance entre 
neuroprotección y neurotoxicidad que se produce por la diferente capacidad de unión de 
los endocannabinoides a los distintos receptores, ejerciendo principalmente 
neuroprotección a través de los CB1 o neurotoxicidad a través de los TRPV1.  
Numerosos estudios demuestran la implicación del sistema endocannabinoide en los 
procesos cognitivos y fisiológicos de la adicción al alcohol, la nicotina, los opioides o 
los psicoestimulantes (Serrano y Parsons, 2011). La actividad del sistema 
endocannabinoide se ha puesto de manifiesto tanto en la motivación hacia el consumo 
de drogas, como en las alteraciones del sistema inducidas por la droga que contribuyen 
a varios aspectos de la adicción como la desregulación de la plasticidad sináptica, el 
incremento de la capacidad de respuesta a estrés, los estados emocionales negativos y 
los mecanismos implicados en el sistema de recompensa y en la recaída. El potencial de 
la modulación del sistema endocannabinoide en el tratamiento de la adicción a drogas 
de abuso ha sido estudiado, tanto en modelos animales como humanos, investigándose 
sus efectos en los comportamientos de adquisición, mantenimiento y recaída al 
consumo de estas drogas (Oliere et al., 2013).  
En el caso concreto de las NAEs, varios estudios han demostrado que los niveles 
endógenos de estas moléculas se encuentran alterados en diversas patologías del SNC. 
Por ejemplo, niveles incrementados de PEA se encuentran directamente relacionados 
con la aparición de algunos síntomas de enfermedades como la esclerosis múltiple o el 
Hungtinton (Baker et al., 2001; Bisogno et al., 2008). En modelos de isquemia cerebral 
aumentan los niveles endógenos de NAEs debido al incremento de la producción y la 
disminución de la degradación (Berger et al., 2004). Estos niveles elevados de NAEs 
realizan una función neuroprotectora frente a la isquemia cerebral (Degn et al., 2007). 
Situaciones de estrés o depresión también han demostrado alterar los niveles 
plasmáticos de NAEs (Hauer et al., 2013; Hill et al., 2009). Esta relación entre los 
niveles de NAEs y las enfermedades del SNC ha servido para diseñar estudios 
experimentales en los que se comprueba la posible función de la administración 
exógena de NAEs ante patologías del SNC. En este sentido la administración sistémica 
de OEA ha demostrado ejercer una función neuroprotectora en un modelo experimental 
de Parkinson (Gonzalez-Aparicio et al., 2014), o su administración oral proteger contra 
el daño cerebral isquémico (Zhou et al., 2012). La administración de PEA también es 
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 capaz de disminuir el daño en un modelo de isquemia (Ahmad et al., 2012b) y ejerce 
protección neurovascular y reduce la zona afectada tras un daño cerebral traumático 
(Ahmad et al., 2012a).   
Las NAEs también han demostrado participar en aspectos de la adicción, por 
ejemplo, están implicadas en el control de los sistemas de búsqueda y recompensa en la 
adicción a drogas (Orio et al., 2013). La OEA, en concreto, ha demostrado actuar como 
modulador de la respuesta dopaminérgica asociada al consumo de nicotina (Melis et al., 
2008), presentar una actividad reguladora de la alteración locomotora inducida por 
cocaína (Bilbao et al., 2013) y un papel modulador del consumo y de la respuesta 
motivacional al alcohol (Bilbao et al., 2015).   
3. EL LIPOPOLISACÁRIDO (LPS) 
3.1. ESTRUCTURA DEL LPS  
Las bacterias Gram negativas presentan una membrana doble que cuenta con una 
capa interna plasmática y una externa con lipoproteínas y lipopolisacáridos, entre ambas 
se localiza una fina capa de peptidoglicano. El LPS es el componente mayoritario de la 
pared de las bacterias gram negativas y uno de los estimuladores más potentes del 
sistema inmune innato. La estructura del LPS varía de unas bacterias a otras 
confiriéndoles diferente virulencia. Se han descubierto enzimas y productos génicos 
capaces de modificar la estructura base del LPS de las bacterias. Estas modificaciones 
están estrechamente reguladas en la célula y relacionadas con la virulencia bacteriana 
(Wang y Quinn, 2010). Las variaciones estructurales pueden producir la resistencia a los 
CAMPs del organismo y alterar el reconocimiento por los receptores del sistema 
inmune (Dixon y Darveau, 2005).  
El LPS de Escherichia coli consta de tres regiones unidas covalentemente (Figura 
7): el lípido A  (endotoxina), un núcleo central de oligosacáridos y un polisacárido distal 
llamado antígeno O.  
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Figura 7: A. Dibujo de la sección de la membrana de las bacterias gram negativas (adaptado de 
Cardoso et al., 2006). B. Estructura química del LPS (adaptado de Miller et al., 2005). Se 
representan el lípido A, el núcleo de oligosacáridos y el antígeno O, los tres componentes del 
LPS. 
El lípido A es el componente hidrofóbico del LPS y posee una estructura conservada 
reconocible por los receptores del sistema inmune innato. El lípido A se considera el 
responsable de la toxicidad de las bacterias gram negativas (Galanos et al., 1985). Está 
formado por un disacárido de glucosamina unido por enlace éster con ácidos grasos. El 
oligosacárido nuclear se encarga de la unión del lípido A al polisacárido O y se divide 
en un subdominio externo y otro interno. El núcleo externo está formado por hexosas, 
en el interno se localizan unos azúcares característicos del LPS, el ácido 3-desoxi-D-
manooctosulfónico (kdo) y el L-glicero-D-manoheptosa (Hep). Al menos un residuo de 
kdo está presente en todos los tipos de LPS, indicando un papel esencial de este azúcar 
en la supervivencia y crecimiento de las bacterias, principalmente a nivel del 
ensamblaje de la membrana externa (Raetz, 1990). El antígeno O consiste en una 
secuencia repetida de unidades disacárido o pentasacárido lineales o polímeros de 
oligosacáridos ramificados. La longitud de las cadenas O varía entre 0 y 40 unidades 
repetitivas. Este polisacárido O confiere a la bacteria su especificidad serológica. 
3.2. MECANISMO DE ACTIVACIÓN DEL SISTEMA INMUNE POR LPS 
La toxicidad del lípido A reside en primera instancia en su capacidad para activar 
células del sistema inmune, provocando la liberación de citoquinas. Cuando su 
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 concentración es alta se producen efectos en cadena, incluyendo la activación del 
complemento y de la cascada de coagulación de la sangre, junto con producción de PG 
y LT. 
El LPS es el ligando principal de los TLR4 del sistema inmune innato. Para que se 
produzca el reconocimiento del lípido A es necesario que el receptor forme un complejo 
con una serie de proteínas accesorias. La proteína de unión al LPS (LBP) presente en el 
suero (Schumann et al., 1990), es una proteína de fase aguda que convierte las micelas 
oligoméricas del LPS en un monómero. La LBP actúa como molécula transportadora 
del LPS y acelera su unión a la proteína accesoria llamada cluster de diferenciación 14 
(CD14) (Hailman et al., 1994). La CD14 puede encontrarse soluble o anclada a la 
membrana y su función consiste en concentrar el LPS para unirlo al receptor. Se ha 
comprobado que la CD14 es importante para el incremento de los niveles de citoquinas 
pro-inflamatorias producido por el LPS (Wright et al., 1990). La CD14 fue el primer 
PRR identificado que une directamente LPS y que es capaz de transferirlo al complejo 
TLR4-MD2 (proteína de diferenciación mieloide 2) (da Silva Correira et al., 2001). 
Tal como apuntaban Wright y colaboradores en 1990 (Wright et al., 1990), para la 
activación de los receptores del LPS también es necesaria la presencia de otra proteína 
accesoria. Esta proteína es la MD2 (Shimazu et al., 1999) que forma un complejo con el 
dominio extracelular del TLR4 para el reconocimiento del LPS. Para comprender el 
proceso de unión del LPS al complejo TLR4/MD2, fue importante averiguar que la 
MD2 pertenecía a un grupo de compuestos con capacidad de interacción con lípidos de 
membrana (Inohara y Nunez, 2002). Varios estudios indican que el LPS presenta una 
unión mediada por la cadena del lípido A al sitio hidrofóbico de esta MD2 (Gangloff y 
Gay, 2004; Gruber et al., 2004). 
Gracias a un estudio con ratones deficientes en TLR4 se confirma que el LPS ejerce 
su actividad por este tipo de receptores (Hoshino et al., 1999). Tras la unión del LPS al 
dominio extracelular del TLR4 se inicia una cascada intracelular de transducción de la 
señal por dos posibles vías, una dependiente de MyD88 y otra dependiente de TRIF 
(como se ha explicado en el punto 1.3.3 de esta Tesis Doctoral), que conducirán a la 
activación de factores de transcripción como NF-κB y a la expresión de genes 
relacionados con la respuesta inflamatoria. Se ha visto que CD14 participa en cierta 
medida en la activación de la vía dependiente de MyD88, pero que tendría un papel 
fundamental para la expresión de IFN mediada por TRIF (Jiang et al., 2005). El 
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 incremento de los mediadores pro-inflamatorios y de los factores neurotóxicos 
producido por el LPS es dependiente de MyD88. El cultivo de microglía de ratones 
deficientes de MyD88 expuestos al LPS y el posterior cultivo de neuronas en ese medio, 
muestra un aumento rápido y sostenido de mediadores inflamatorios y un incremento de 
la apoptosis neuronal en los cultivos de los ratones control pero no en los deficientes de 
MyD88 (Dean et al., 2010). 
3.3. EL LPS Y LAS RESPUESTAS DE FASE AGUDA 
La administración sistémica de LPS produce un comportamiento específico 
denominado “sickness behavior” (Dantzer, 2004) que se caracteriza por letargia, 
disminución de la actividad locomotora y el apetito, anhedonia (incapacidad de sentir 
placer con actividades de recompensa naturales), alteración del sueño, e incremento de 
la sensibilidad al dolor. Estos síntomas son muy parecidos a los que se producen durante 
la depresión (Dantzer, 2004; Dantzer et al., 2008). Además de la similitud en los 
síntomas, tanto en la depresión como tras la administración de LPS se encuentran 
niveles elevados de marcadores inflamatorios, por lo que a pesar de las evidentes 
limitaciones del modelo, la administración de LPS se ha utilizado para replicar el 
comportamiento depresivo relacionado con inflamación.  
La administración de LPS se ha utilizado para comprobar los efectos 
comportamentales de la activación del sistema inmune (Yirmiya, 1996). Uno de los 
síntomas del “sickness behavior”, la anhedonia (incapacidad de sentir placer) puede 
estudiarse mediante dos indicadores: la reducción de la ingesta de sustancias con alta 
palatabilidad (mediante la preferencia a sacarina o sacarosa) y la supresión del 
comportamiento sexual, tras la inyección sistémica de LPS. Además, se ha observado 
que la disminución de la preferencia a sacarina por el LPS ocurre de una forma 
dependiente del tiempo, disminuyendo también el consumo total de la misma (Biesmans 
et al., 2013).  
En modelos animales se ha comprobado que la administración sistémica tanto de 
LPS como de citoquinas induce varios de los síntomas de la depresión, incluida la 
anhedonia (De La Garza, 2005). Además, en estudios con voluntarios sanos se ha 
demostrado que la administración de dosis bajas de endotoxina produce síntomas de 
depresión, ansiedad y empeoramiento cognitivo, en las horas consecutivas a la misma, 
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 que se correlacionan con un incremento de las concentraciones de citoquinas 
(Reichenberg et al., 2001). 
La administración de LPS además de desencadenar las respuestas de fase aguda 
comportamentales mencionadas, síndrome constitucional o “sickness behavior”, 
también se caracteriza por producir alteraciones fisiológicas a nivel del eje HPA 
(Catena-Dell'Osso et al., 2011). El LPS eleva los niveles de citoquinas capaces de 
desencadenar la hiperactividad del eje HPA. Estas citoquinas estimulan la producción 
de CRH en el hipotálamo que a su vez aumenta la producción de ACTH en la glándula 
pituitaria, incrementando la liberación de cortisol por la corteza de las glándulas 
suprarrenales (Beishuizen y Thijs, 2003). Esta hiperactividad puede venir mediada por 
la alteración del mecanismo de autorregulación de la secreción de GC, al no funcionar 
correctamente la retroalimentación negativa por desensibilización de los receptores de 
GC (Garcia-Bueno et al., 2008). Los cambios neuroendocrinos tras la inyección de LPS, 
así como la disfunción del eje y el hipercortisolismo son similares a los expresados en 
pacientes con depresión. Un estudio demuestra que los niveles basales de GC son un 
parámetro relevante para predecir las diferencias individuales en la actividad del eje 
HPA como repuesta al LPS (Perez-Nievas et al., 2010).  
La activación del eje HPA producida por el LPS y la inflamación sistémica que se 
desencadena producen otra respuesta de fase aguda fisiológica, la regulación de la 
temperatura corporal. En los humanos las infecciones se caracterizan por producir 
fiebre, pero en el caso de los roedores la respuesta termorreguladora frente a la 
infección puede variar. La inyección de LPS estimula la secreción de citoquinas 
pudiendo producir fiebre, hipotermia precedida de fiebre, o incluso llegar a provocar 
hipotermia y mortalidad por colapso circulatorio. Por ejemplo el TNF-α produce 
hipotermia en las primeras horas tras la inyección del LPS, aunque en algunos casos 
puede ejercer acción pirógena endógena. La IL-1β y la IL-6 se consideran pirógenos 
endógenos, pero durante infecciones virales o bacterianas pueden producir hipotermia 
(Leon, 2004). La inducción de hipotermia o hipertermia causada por el LPS es 
específica del serotipo utilizado. Se ha sugerido que la hipotermia y la fiebre posterior 
generadas por el LPS podrían ocurrir como dos estrategias independientes de regulación 
del sistema inmune (Dogan et al., 2002), este estudio demuestra que un inhibidor 
inespecífico de COX es capaz de frenar la hipotermia mientras que un inhibidor 
inespecífico de NOS suprime la fiebre prolongando la hipotermia. 
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 3.4. EL LPS COMO MODELO DE NEUROINFLAMACIÓN  
La administración de LPS ha servido como modelo para estudiar el comportamiento 
y la respuesta fisiológica producidos por la activación del sistema inmune. El LPS 
produce esta activación en una forma dependiente de dosis, incrementando las 
respuestas de fase aguda e inflamación con producción de mediadores pro-inflamatorios 
(Miller et al., 2005). El LPS ha sido usado extensamente para producir tanto 
inflamación periférica como neuroinflamación, comprobándose su capacidad para llevar 
a cabo funciones como la rápida activación de la microglía, el incremento de los niveles 
de citoquinas pro-inflamatorias, la infiltración de células inmunes en el parénquima 
cerebral y la capacidad de provocar neurodegeneración (Zhou et al., 2009; Cunningham 
et al., 2005; Qin et al., 2007). 
Numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, se han dirigido a valorar el 
incremento de los mediadores pro-inflamatorios producidos por el LPS. En estudios in 
vitro se ha comprobado que el LPS producía activación de la microglía e incremento 
temporal de citoquinas pro-inflamatorias y NO (Nakamura et al., 1999). Se ha visto que 
la administración aguda y sistémica de LPS incrementa las citoquinas a nivel periférico 
y central, siguiendo cada una de ellas un patrón de aumento espaciotemporal 
determinado (Erickson y Banks, 2011; Andre et al., 2008). Las citoquinas IL-1β, IL-6 y 
TNF-α presentan niveles máximos de concentración en plasma entre las 2 y las 6 horas 
siguientes a la inyección de LPS. Durante este intervalo de tiempo es cuando se 
observan claramente los síntomas comportamentales relacionados con el “sickness 
behaviour” (Dantzer et al., 2008). Además, un estudio reciente ha caracterizado con 
detalle todos los factores implicados en el establecimiento de la neuroinflamación tras la 
inyección sistémica de LPS (Cazareth et al., 2014), comprobando el incremento de 
citoquinas y quimioquinas en el cerebro, la activación de la microglía y los fagocitos 
asociados al SNC y la infiltración de células inmunes. El modelo de administración de 
LPS purificado se ha utilizado también en humanos, en los que se consigue una 
respuesta inflamatoria sistémica que mimetiza la respuesta originada durante 
infecciones o patologías que cursan con inflamación. Este modelo en humanos ha 
permitido la caracterización del patrón temporal del incremento de citoquinas, 
quimioquinas y otros mediadores inflamatorios en el plasma de sujetos sanos tras la 
administración de dosis bajas de LPS (Andreasen et al., 2008). La capacidad del LPS 
para producir neuroinflamación se ha utilizado por algunos autores como modelo 
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 experimental de depresión, debido al componente neuroinflamatorio que presenta dicha 
enfermedad. 
La depresión está relacionada con la activación de la respuesta inflamatoria 
caracterizada por el incremento de mediadores inflamatorios. Varios estudios han 
detallado en pacientes depresivos, el incremento de los niveles en plasma o líquido 
cefalorraquídeo de citoquinas inflamatorias circulantes (IL-1β, IL-6 y TNF-α), 
receptores solubles de citoquinas (IL-6R, IL-1R y IL-2R), interferones (IFNγ) y 
proteínas de fase aguda (proteína C-reactiva) (Dowlati et al., 2010; Maes et al., 1997; 
Liu et al., 2012; Schiepers et al., 2005; Howren et al., 2009). Los niveles de estas 
citoquinas en líquido cefalorraquídeo se encuentran correlacionados con la severidad de 
los síntomas de pacientes con depresión (Martinez et al., 2012) confirmándose una 
inflamación central en pacientes con depresión. 
Estudios experimentales y clínicos han demostrado que los compuestos anti-
inflamatorios podrían ejercer efectos antidepresivos (Hayley, 2011). Además, los 
antidepresivos tanto en pacientes como en modelos animales han demostrado 
propiedades anti-inflamatorias reduciendo los niveles de citoquinas pro-inflamatorias e 
incrementando los de anti-inflamatorias (Song et al., 2009; Yoshimura et al., 2009). Un 
meta-análisis que estudia los niveles de citoquinas en plasma de pacientes con depresión 
tratados con diferentes antidepresivos, sugiere que modifican los niveles de IL-1β e IL-6 
pero no así los de TNF-α, aunque los inhibidores selectivos de la recaptación de 
serotonina sí muestran un posible efecto sobre los niveles tanto de IL-6 como de TNF-α 
(Hannestad et al., 2011). Se ha observado también que los antidepresivos son capaces 
de estimular la expresión de factores neurotróficos, beneficiando la neurogénesis en 
pacientes depresivos o en modelos animales de depresión (Schmidt y Duman, 2007). 
Sin embargo, los complejos procesos inflamatorios que concurren en la depresión y la 
ausencia de conocimiento suficiente sobre la conexión e implicación en su 
fisiopatología han cuestionado el uso de este tipo de compuestos antiinflamatorios como 
fármacos eficaces por sí mismos en su tratamiento, considerando más bien su uso como 
coadyuvantes como posibilidad para evitar las resistencias a los tratamientos 
convencionales. Se hace necesario, por ello, una mayor investigación en todos estos 
fenómenos para el desarrollo de nuevos y más eficaces compuestos con acción 
farmacológica en patologías neuropsiquiátricas.  
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 Un modelo animal de depresión con administración crónica de LPS ha demostrado 
la asociación de esta patología con el incremento del estrés oxidativo y la producción de 
GC (Kubera et al., 2013). En modelos animales de depresión se ha observado un 
incremento de los niveles de ROS/RNS y de substratos reactivos del ácido 
tiobarbitúrico, como el MDA, compuesto previamente mencionado como indicador de 
peroxidación lipídica (Maes et al., 2011). La administración de LPS muestra que la 
activación de la microglía y los astrocitos provocan incrementos en los niveles de iNOS. 
Este incremento de iNOS produce niveles elevados de NO que inhiben la respiración 
celular, provocando despolarización e incremento de glutamato seguido de 
excitotoxicidad, induciéndose así la muerte neuronal (Brown, 2007b).  El incremento 
del estrés oxidativo ha sido descrito también en pacientes  con depresión (Sarandol et 
al., 2007; Forlenza y Miller, 2006).  
Varios estudios apuntan que durante la depresión podría producirse 
neurodegeneración y reducción de la neurogénesis en el hipocampo. Inicialmente las 
investigaciones en este campo examinaban los efectos de la hipersecreción de los GC 
producidos por la hiperactividad de eje HPA, que generaban efectos adversos en 
hipocampo contribuyendo a la neurodegeneración (Sapolsky, 2004).  Estudios 
realizados por Maes en 1995 (Maes, 1995) indicaban que el incremento de GC se debía, 
al menos en parte, al aumento de los niveles de citoquinas. Actualmente se sabe que en 
pacientes con depresión ocurre una selectiva y persistente pérdida de volumen 
hipocampal, producida no sólo por la inducción de muerte neuronal sino también por la 
disminución de la neurogénesis. Se ha comprobado que la administración de LPS y la 
neuroinflamación causada, producen supresión de la neurogénesis hipocampal (Ekdahl 
et al., 2003). También se ha demostrado el papel directo que ejercen elevados niveles de 
citoquinas sobre la inhibición de la neurogénesis (Goshen et al., 2008; Vallieres et al., 
2002) y que el bloqueo de la respuesta inflamatoria reduce esta inhibición (Monje et al., 
2003; Koo y Duman, 2008). Es en el año 2009 cuando Maes formula la hipótesis 
inflamatoria y neurodegenerativa de la depresión, en la que relaciona la activación de 
las células inmunes y la vía inflamatoria con la consecuente producción de ROS/RNS, 
como una de las posibles causas de neurodegeneración y reducción de la neurogénesis.  
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 3.5. LA NEUROINFLAMACIÓN POR TRASLOCACIÓN BACTERIANA 
En los últimos años, se ha estudiado la posibilidad de que el estado inflamatorio 
periférico, detectado en depresión y en otras patologías neuropsiquiátricas, provoque 
una disfunción intestinal que permite el paso al torrente circulatorio de bacterias y/o sus 
componentes que podrían jugar un papel en la fisiología de estas enfermedades 
actuando a través de los receptores del sistema inmune innatos y, eventualmente, 
contribuir a la neuroinflamación detectada. Varios estudios han descrito la translocación 
bacteriana en modelos animales de estrés (Ponferrada et al., 2007; Caso et al., 2009; 
McDowell et al., 2014) y cómo la ausencia de bacterias en el intestino, a través de un 
protocolo de descontaminación intestinal, consigue restablecer parámetros inflamatorios 
y de daño en el cerebro (Garate et al., 2011). También se han descrito marcadores 
relacionados con el “leaky gut” (el paso de sustancias a través del epitelio intestinal), 
como la presencia de IgM e IgA de varias especies bacterianas de origen intestinal en 
sangre de pacientes con depresión (Maes et al., 2012). Sin embargo, la mera presencia 
de bacterias en otros órganos no implica que el SNC esté siendo afectado. En este 
sentido, distintos mecanismos actuando en paralelo han sido propuestos para explicar la 
monitorización que realiza el cerebro sobre la respuesta inmune que se produce en la 
periferia. Dichos mecanismos incluyen citoquinas producidas localmente que estimulan 
nervios aferentes primarios, los receptores de inmunidad innata que se expresan en las 
células endoteliales y en las células tipo macrófago en el plexo coroideo y los órganos 
ventriculares, transportadores de citoquinas pro-inflamatorias en la barrera 
hematoencefálica y los receptores de citoquinas localizados en los macrófagos 
perivasculares y las células endoteliales de los vasos del cerebro (Dantzer et al. 2008). 
4. EL ALCOHOL: 
El consumo abusivo de alcohol se encuentra dentro de los principales factores 
prevenibles causantes de enfermedades y muertes en todo el mundo. Se ha calculado 
que el alcohol provoca cada año la muerte de 3,3 millones de personas. Es el factor 
causal de más de 200 tipos de enfermedades y se asocia con el riesgo de desarrollar 
problemas de salud como dependencia, cirrosis hepática, enfermedades 
cardiovasculares, cáncer y daños cerebrales (Organización Mundial de la Salud, 2014). 
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 Además, diferentes estudios demuestran que el alcohol afecta al sistema inmunitario 
incrementando la incidencia de enfermedades infecciosas. El consumo excesivo de 
alcohol también se relaciona con consecuencias socioeconómicas negativas, tanto para 
las personas del entorno del consumidor como para la sociedad en general. 
La organización mundial de la salud describe tres mecanismos de daño directo 
producidos por el alcohol en el consumidor: los efectos tóxicos en órganos y tejidos; la 
intoxicación que produce empeoramiento de la coordinación, la consciencia, la 
cognición, la percepción y los sentimientos afectivos; y la dependencia y pérdida de 
control sobre el consumo de esta sustancia. 
4.1. EL CONSUMO INTENSIVO DE ALCOHOL EN ATRACÓN O “BINGE 
DRINKING” 
De entre los diferentes patrones de consumo de alcohol, el consumo intensivo en 
atracón, denominado binge drinking se considera uno de los más dañinos para el 
individuo. Es el patrón de consumo de alcohol prevalente entre los adolescentes y los 
jóvenes en Europa y Estados Unidos (Farke y Anderson, 2007; Patrick y Schulenberg, 
2013), aunque también es una forma de consumo habitual entre la población adulta 
(Nelson et al., 2009).  
Las definiciones del término binge drinking pueden presentar ciertas variantes pero 
todas incluyen dos características principales: la ingesta de cierto número de bebidas 
alcohólicas en un determinado espacio de tiempo que produce intoxicación y una forma 
de consumo intensivo de alcohol que se relaciona con características clínicas de abuso y 
dependencia. 
El Instituto Nacional de Abuso de Alcohol y Alcoholismo (NIAAA) de Estados 
Unidos define el binge drinking como una forma de consumo que eleva los niveles de 
alcohol en sangre por encima de 80 mg/dL (0,08%). Se ha establecido que un episodio 
de binge drinking suele ocurrir cuando una mujer consume 4 o más unidades de bebida 
alcohólica estándar, o un hombre 5 o más, en aproximadamente dos horas. Tanto el 
número de bebidas como el tiempo en el que se consumen pueden variar un poco entre 
unos países y otros. Las unidades de bebida  estándar se calculan para cada tipo de 
bebida alcohólica teniendo en cuenta los gramos de alcohol que tiene cada una. El 
cálculo realizado varía en los diferentes países por lo que siempre hay que tener en 
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 cuenta las diferencias de alcohol puro en cada caso. Además, para clasificar en los 
estudios a consumidores tipo binge drinking también suelen tenerse en cuenta otros 
parámetros como la edad, la rapidez del consumo de cada bebida o el intervalo de 
tiempo trascurrido entre bebidas, entre otros.  
Este tipo de consumo intensivo de alcohol ha demostrado producir también 
consecuencias negativas en la salud de los consumidores y en la sociedad, a corto y a 
largo plazo (Maldonado-Devincci et al., 2010; Plant et al., 2009). El binge drinking se 
considera un factor de riesgo para desarrollar varias tipos de enfermedades como la 
diabetes (Lindtner et al., 2013) o las enfermedades coronarias entre otras (Rehm et al., 
2003; Sundell et al., 2008). Además, se sabe que este tipo de consumo incrementa el 
riesgo de desarrollar dependencia al alcohol (Courtney y Polich, 2009)  y se ha 
encontrado una relación positiva entre el inicio del consumo de alcohol en forma de 
binge drinking en etapas tempranas de la vida y el riesgo posterior de desarrollar 
dependencia al alcohol (Hingson et al., 2006; Esser et al., 2014). 
El alcohol produce daños estructurales y funcionales en el cerebro. En cuanto a los 
daños estructurales, tanto en estudios de neuroimagen como en análisis postmortem del 
cerebro de alcohólicos se ha observado que el abuso de alcohol causa disminución de la 
masa cerebral (Kril y Halliday, 1999). Se ha comprobado una pérdida de neuronas en 
varias áreas del cerebro de alcohólicos como la corteza prefrontal, el hipotálamo y el 
cerebelo. La disminución de la masa cerebral se ha observado también en consumidores 
tipo binge drinking y se atribuye principalmente a la pérdida de volumen de sustancia 
blanca, sobre todo en la corteza frontal (DeBellis et al., 2005; Medina et al., 2008). 
Junto con la pérdida de neuronas y de sustancia blanca se han observado alteraciones y 
déficits en las células gliales de la corteza prefrontal y el hipocampo en cerebros de 
alcohólicos (Miguel-Hidalgo et al., 2002; Korbo, 1999). En cuanto a los daños 
funcionales se ha visto que el consumo de alcohol binge drinking produce 
empeoramiento a nivel cognitivo en tareas de memoria y planificación y funciones 
ejecutivas (Hartley et al., 2004). También afecta a la memoria de trabajo espacial y a 
tareas de reconocimiento (Tapert et al., 2004; Weissenborn y Duka, 2003). Además, el 
consumo intensivo de alcohol produce déficits del control inhibitorio frontal 
(Townshend y Duka, 2005).  
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 4.2. MODELO “BINGE DRINKING” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Como consecuencia del grave problema de salud pública que representa este tipo de 
ingesta de alcohol, varios modelos animales han sido desarrollados para replicar y 
comprender los mecanismos implicados en las alteraciones fisiopatológicas y 
comportamentales producidas por el patrón de consumo de alcohol binge drinking. 
Estos modelos animales también se utilizan para definir posibles dianas terapeúticas de 
tratamientos contra el abuso de alcohol y la adicción. 
La administración intragástrica repetida de altas dosis de alcohol (Majchrowicz, 
1975) es un modelo validado y ampliamente utilizado de binge drinking en animales de 
experimentación. Este modelo puede tener algunas variantes pero normalmente consiste 
en la administración intragástrica de altas dosis de alcohol 3 veces al día durante 4 días 
consecutivos. Teniendo en cuenta que ningún modelo animal puede reproducir a la 
perfección un trastorno humano, el modelo binge drinking abarca varios criterios 
extrapolables a humanos. Mediante este modelo se consigue un aumento continuado de 
niveles de alcohol en sangre induciendo cambios comportamentales indicadores de 
intoxicación etílica y de dependencia física al alcohol. Además de producir síntomas 
comportamentales, este modelo también ha demostrado producir intoxicación a nivel 
farmacológico, provocando neuroinflamación y alteración de los sistemas 
neurotransmisores (Coleman et al., 2011; Ward et al., 2009). Por tanto, entre las 
ventajas principales de este método destacan la posibilidad de controlar exactamente la 
cantidad de alcohol que se administra al animal en cada dosis y la obtención de niveles 
de alcohol en sangre farmacológicamente relevantes y constantes en los animales de 
estudio.  
Gracias a este modelo binge drinking en animales se ha podido comprobar también 
que el consumo intensivo de alcohol en el cerebro produce neurodegeneración en el 
sistema corticolímbico (Collins et al., 1996; Zou et al., 1996; Obernier et al., 2002a) y 
déficits cognitivos a corto y largo plazo (Obernier et al., 2002b). Además, la relación 
que existe entre el daño oxidativo y la neuroinflamación en el alcoholismo ha podido 
ser estudiada mediante este modelo de consumo (Crews et al., 2006a).  
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 4.3. ALCOHOL Y NEUROINFLAMACIÓN 
Se han postulado varias hipótesis para explicar la neurodegeneración que produce el 
consumo intensivo de alcohol. Algunas de las hipótesis más relevantes son: la capacidad 
del alcohol de inducir cambios en la presión cerebral provocando daño cerebral 
inducido por edema (Tajuddin et al., 2014); el daño producido por el incremento del 
estrés oxidativo y la producción de ROS/RNS (Haorah et al., 2008); o el daño celular 
que produce la activación de la respuesta inflamatoria por el alcohol (Zahr  y Sullivan, 
2008).  Además, también se ha demostrado que el incremento de la permeabilidad 
bacteriana y la disfunción en el hígado son capaces de producir daño cerebral en 
alcoholismo (Wang et al., 2010). 
4.3.1. INCREMENTO DE MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS Y 
ACTIVACIÓN DE CÉLULAS GLIALES 
La respuesta inflamatoria juega un papel importante en la neurodegeneración 
producida por el alcohol. En lo que se refiere a los factores pro-inflamatorios, el abuso 
de alcohol se correlaciona con un incremento de los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias sistémicas (McClain et al., 1999). El alcohol altera también los niveles de 
citoquinas en otros tejidos como el hígado, los pulmones y el cerebro (Crews et al., 
2006b). Además, el alcohol eleva los niveles de la quimioquina MCP-1 en cerebro (He 
y Crews, 2008), que mediante la activación de la microglía es capaz a su vez de 
incrementar los niveles de citoquinas proinflamatorias. Varias citoquinas y 
quimioquinas circulantes (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 y MCP-1) son consideradas 
biomarcadores de abuso de alcohol y alcoholismo (Achur et al., 2010). 
Las citoquinas y las quimioquinas han demostrado ejercer acción sobre los efectos 
comportamentales del alcohol en animales y humanos. Se ha observado, por ejemplo, 
que las citoquinas son capaces de modular la función cognitiva demostrándose una 
relación entre la activación del sistema inmune periférico y la respuesta inmune del 
cerebro (Yirmiya y Goshen, 2011). También se ha demostrado la regulación que ejercen 
las quimioquinas sobre el consumo y la preferencia al alcohol (Blednov et al., 2005).  
El alcohol ha demostrado participar en la modulación de la activación de las células 
gliales, afectando a su función, y ser un factor potencial de daño neuronal. El alcohol es 
capaz de activar tanto la microglía como los astrocitos y aumentar la expresión de 
factores pro-inflamatorios que pueden modificar la función neuronal. El incremento de 
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 la activación de la microglía también se ha observado en cerebros postmortem de 
alcohólicos (He y Crews, 2008). Además, el alcohol puede actuar sobre receptores 
neuronales GABA y NMDA (Vengeliene et al., 2008) alterando a su vez la expresión de 
otros neurotransmisores y mediante la activación de las células gliales incrementar la 
expresión de factores pro-inflamatorios. De esta forma se produce un feedback positivo 
de comunicación entre neuronas y células gliales capaz de extender la activación 
neuroinmune en el SNC. La activación de la microglía se ha visto que también puede 
contribuir a las consecuencias comportamentales del alcohol incluidas la sedación, el 
empeoramiento de la función motora (Wu et al., 2011) y el consumo de alcohol 
(Agrawal et al., 2011). 
4.3.2. ACTIVACIÓN DE LOS TLR E INCREMENTO DE LA HMGB1 
Varios estudios han comprobado que el alcohol puede activar los TLR en el cerebro, 
demostrando un papel clave de estos receptores en la neuroinflamación asociada a la 
exposición al alcohol.  El alcohol es capaz de potenciar la respuesta inflamatoria del 
ácido poli(I:C) a través de los TLR3 (Qin y Crews, 2012), incrementando la expresión 
de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias y la activación microglial. Esta 
potenciación además se acompaña de un aumento en la expresión de los TLR3 y de la 
HMGB1 en el cerebro. Un estudio reciente ha mostrado que el alcohol es capaz de 
regular al alza la expresión de los TLR4 y de los TLR2 en la microglía y que además 
promueve la asociación física de TLR4/TLR2 produciendo el aumento de la producción 
de citoquinas y contribuyendo a la neuroinflamación y la muerte neuronal asociada al 
abuso de alcohol (Fernandez-Lizarbe et al., 2013). El consumo crónico de alcohol ha 
demostrado inducir el aumento de mediadores pro-inflamatorios en el cerebro de rata 
que se asocian con activación de las vías de señalización a través del TLR4/IL-1R1 
(Valles et al., 2004). El alcohol es capaz de activar las vías de señalización de las 
MAPK y del NF-κB mediante los TLR4, liberando mediadores inflamatorios y radicales 
libres en cultivo de astrocitos (Blanco et al., 2005) y de microglía (Fernandez-Lizarbe et 
al., 2009) que contribuirán a la neuroinflamación. 
El alcohol en el cerebro incrementa la unión del factor de transcripción NF-κB al 
DNA tanto en cultivos in vitro (Zou y Crews, 2006) como en un modelo de consumo 
binge drinking en animales (Crews et al., 2006a), elevando por tanto la expresión de 
citoquinas,  quimioquinas y enzimas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1, 
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 iNOS). Además, estudios en los que realizan la inhibición farmacológica o genética de 
los TLR4 (Wu et al., 2012; Alfonso-Loeches et al., 2010) muestran que el alcohol 
pierde la capacidad de incrementar la actividad de NF-κB y de elevar los niveles de los 
mediadores pro-inflamatorios, comprobándose, por tanto, que la activación de los TLR4 
en el cerebro por el alcohol es un factor clave en la neuroinflamación asociada a su 
consumo.  
La activación causada por el alcohol de la señal de peligro HMGB1/TLR inicia un 
feedback positivo que incrementa y perpetúa la neuroinflamación y se asocia con 
enfermedades inflamatorias crónicas. En concreto la activación de HMGB1/TLR4 ha 
demostrado contribuir tanto a la respuesta neuroinmune como a la neurobiología del 
alcoholismo. Los niveles de expresión de la HMGB1, así como de los propios TLR4, 
TLR2 y TLR3 se han visto incrementados en el cerebro tras el consumo crónico de 
alcohol en estudios postmortem del cerebro de alcohólicos, en cultivos in vitro y en 
experimentos con modelos animales (Crews et al., 2013; Whitman et al., 2013). Estos 
estudios permiten considerar a la HMGB1 una molécula clave tanto en la 
neurotoxicidad inducida por el consumo de alcohol como en los daños que se producen 
durante el periodo de abstinencia. Además, se ha demostrado que el consumo de alcohol 
binge drinking durante la adolescencia incrementa el HMGB1 y la señal de los TLR4 
(aumentando la expresión de mediadores inflamatorios) en la corteza prefrontal y que 
esos efectos persisten en el adulto (Vetreno y Crews, 2012). Esta regulación al alza de 
TLR4/HMGB1 puede contribuir al riesgo de sufrir alcoholismo y otras enfermedades 
relacionadas con la neuroinflamación.  
4.3.3. INTERACCIONES ENTRE ALCOHOL Y LPS 
Como se ha señalado en el punto 3.4 de esta Tesis Doctoral, el LPS aumenta la 
expresión de las citoquinas y otros mediadores pro-inflamatorias en el cerebro. El 
alcohol es capaz de influir en los efectos producidos por el LPS potenciando la 
expresión de genes relacionados con la respuesta inflamatoria. En concreto el pre-
tratamiento con alcohol aumenta los efectos del LPS, observándose un incremento muy 
significativo de las citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β) y de la quimioquina 
MCP-1 en cerebro, hígado y suero (Qin et al., 2008). Además se ha comprobado que ese 
incremento de citoquinas en el cerebro permanece elevado durante meses. Sin embargo, 
un estudio muestra que la administración aguda de alcohol tipo binge puede producir la 
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 atenuación de la respuesta de los TLR4 al LPS, disminuyendo los niveles de producción 
de las citoquinas pro-inflamatorias (Bala et al., 2012).  
De modo análogo, el LPS es capaz de influir en los efectos del alcohol, por ejemplo, 
potenciando las alteraciones comportamentales del alcohol a largo plazo. En este 
sentido, la administración sistémica de LPS ha demostrado incrementar el 
empeoramiento motor inducido por el tratamiento con alcohol (Drugan et al., 2007).  
El incremento de los niveles sistémicos de citoquinas tras la administración de LPS 
contribuye a la inflamación en el cerebro. Estas citoquinas además de mediar en los 
cambios neurodegenerativos también promueven el consumo de alcohol. El alcohol 
incrementa los niveles de TNF-α y de otras citoquinas en el cerebro, reduce el trasporte 
de glutamato induciendo un estado hiperglutamatérgico que activa el sistema límbico 
dopaminérgico promoviendo el consumo de alcohol y la neurotoxicidad (Crews et al., 
2006b). Una única administración de LPS y el consiguiente incremento de citoquinas ha 
demostrado aumentar el consumo de alcohol hasta 80 días después (Blednov et al., 
2011) confirmando una señalización inmune en cerebro mas persistente que la 
activación inmune periférica. 
Se debe destacar que varios estudios han apuntado a una correlación entre los 
niveles de toxinas bacterianas y moléculas inflamatorias en el cerebro tras el consumo 
abusivo de alcohol (Leclerq et al., 2012). El alcohol puede producir modificaciones en 
las uniones de las células epiteliales produciendo el incremento de las toxinas 
bacterianas en el torrente sanguíneo. Una vez ahí, el LPS puede unirse a los TLR4 de las 
células Kupffer del hígado y las células mononucleares periféricas e iniciar la cascada 
de activación de las vías de NF-κB y AP1, que incrementan la transcripción de 
citoquinas pro-inflamatorias y de intermediarios tóxicos como el NO. Las citoquinas 
pueden atravesar la barrera hematoencefálica y promover la señal inmune en el cerebro. 
Esta nueva vía de actuación del alcohol y las alteraciones en la microbiota intestinal se 
han relacionado con el incremento del deseo y el consumo de alcohol (Leclerq et al., 
2014). 
4.4. ALCOHOL, NEUROINFLAMACIÓN Y ADICCIÓN 
El alcohol es una droga de abuso capaz de producir tolerancia, dependencia y 
adicción.  La capacidad del alcohol para producir estos síntomas se ha estudiado a 
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 través de las alteraciones que esta sustancia produce en ciertos sistemas de 
neurotransmisión (gabaérgico, glutamatérgico y dopaminérgico) en áreas 
corticolímbicas (Alfonso-Loeches y Guerri, 2011). El sistema dopaminérgico 
mesolímbico parece mediar en la adicción al alcohol y durante el periodo de abstinencia 
se observa una reducción de la actividad dopaminérgica que puede influir en la 
búsqueda y necesidad de consumo de la droga. Además, tanto el consumo crónico como 
agudo de alcohol afectan significativamente a la transmisión glutamatérgica en la 
corteza prefrontal, lo que estaría directamente relacionado con la adicción. 
Comportamientos adictivos asociados al abuso de alcohol muestran una pérdida de 
control sobre el consumo y un incremento de la posibilidad de recaída asociada a la 
corteza prefrontal (Abernathy et al. 2010).  
Varios estudios han destacado la influencia de la neuroinflamación en el consumo y 
la adicción al alcohol. El consumo intensivo de alcohol en adolescentes y jóvenes ha 
demostrado ocasionar neurotoxicidad y graves déficits cognitivos y comportamentales 
en los consumidores (Guerri y Pascual, 2010). Además, los daños cognitivos producidos 
por el consumo de alcohol en los adolescentes, entre los que se encuentran déficits en el 
aprendizaje y el desarrollo intelectual, continúan afectando a los individuos cuando son 
adultos (Zeigler et al., 2005).  Las acciones del alcohol sobre la respuesta neuroinmune 
han demostrado producirse mediante un feedback positivo entre el consumo de alcohol 
y la activación del sistema inmune que desencadena el desarrollo de la dependencia, el 
incremento del consumo, la tolerancia y el síndrome de abstinencia.  
En concreto, el binge drinking ha demostrado que la alteración del comportamiento 
a largo plazo y el daño cerebral se producen como consecuencia de la activación de la 
respuesta inflamatoria (Pascual et al., 2007). Como se ha comentado anteriormente, el 
consumo intensivo de alcohol en fases tempranas de la vida se ha relacionado con la 
posterior aparición de dependencia de esta sustancia. Se ha comprobado que el 
incremento de los mediadores inflamatorios y la activación de las células gliales 
aumentan el consumo y la preferencia por el alcohol, y que la activación de 
HMGB1/TLR4 está relacionada con el riesgo de desarrollar alcoholismo.  
La expresión de los genes relacionados con la respuesta inmune innata se ha 
encontrado alterada por el consumo de alcohol tanto en humanos como en animales. 
Esta inducción de genes de la respuesta inmune innata en el cerebro se encuentra 
relacionada con la neurobiología de la adicción (Crews et al., 2011) y con la pérdida 
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 progresiva de control comportamental y el incremento de sentimientos negativos 
relacionados con estructuras del lóbulo temporal. Se ha comprobado que muchos de 
esos genes modificados por el alcohol están relacionados con la activación de la vía 
desencadenada por los TLR4 que culmina con la expresión de genes que codifican 
mediadores pro-inflamatorios (Mayfield et al., 2013). En concreto, el incremento en la 
expresión de los genes  del NF-κB contribuye a las alteraciones en la plasticidad 
neuronal y la neurodegeneración que ocurren en alcohólicos crónicos (Okvist et al., 
2007). Además, estas variaciones en la expresión de NF-κB se correlacionan con el 
riesgo de sufrir alcoholismo y están involucradas en la aparición temprana de la 
enfermedad (Edenberg et al., 2008). Animales modificados genéticamente para carecer 
de ciertos genes de la respuesta inmune han mostrado una inhibición de las respuestas 
relacionadas con el consumo de alcohol incluyendo la disminución de dicho consumo  
(Blednov et al., 2012).  
La vía de señalización neuroinmune y la neuroinflamación se presenta como una 
posible diana de terapias contra la adicción al alcohol. Debido a la relación existente 
entre los PPAR y el consumo de alcohol y otras drogas de abuso, se han propuesto 
algunas terapias anti-adictivas con agonistas PPAR: los agonistas PPARγ son capaces 
de reducir la ingesta voluntaria de alcohol en ratas (Stopponi et al., 2013) y los 
agonistas PPARα y duales α/γ han demostrado también  disminuir selectivamente el 
consumo voluntario y la preferencia en ratones (Ferguson et al., 2014). Un estudio 
reciente muestra la actividad de la aciletanolamida OEA, agonista PPARα, en la 
regulación de la adicción al alcohol, el síndrome de abstinencia y la recaída (Bilbao et 
al., 2015), aunque se desconoce si la OEA realiza esta función mediante una acción 
anti-inflamatoria. 
Debido a todos estos indicios, la búsqueda de tratamientos efectivos contra el abuso 
de alcohol se ha centrado tanto en inhibir la respuesta inflamatoria y la activación 
microglial producida por el alcohol, como en inhibir la expresión de los genes de la 






































 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 
La neuroinflamación se encuentra relacionada con la aparición y la progresión de 
varias enfermedades neurodegenerativas (Glass et al., 2010) y neuropsiquiátricas como 
la depresión (Song y Wang, 2011) o la adicción a drogas como el alcohol (Cui et al., 
2014). Debido a la gran incidencia de estas patologías y a la necesidad de encontrar 
nuevos fármacos para combatirlas, la neuroinflamación ha surgido como posible diana 
terapéutica para desarrollar tratamientos eficaces frente a este tipo de enfermedades. 
El consumo abusivo de alcohol está relacionado con la aparición de muchas 
enfermedades y de alteraciones estructurales, funcionales y cognitivas en el cerebro, 
sobre todo a nivel de la corteza frontal. El patrón de consumo intensivo de alcohol o 
binge drinking se considera la forma de consumo más habitual entre los adolescentes y 
los jóvenes y se da también en consumidores adultos. Este consumo intensivo de 
alcohol ha demostrado producir consecuencias negativas en la salud de los 
consumidores y estar relacionado con la aparición de dependencia al alcohol.  
La administración intragástrica de elevadas dosis de alcohol a animales de 
experimentación ha sido un método validado y ampliamente utilizado (Faingold, 2008) 
para conseguir niveles elevados de alcohol en sangre y reproducir las consecuencias del 
consumo tipo binge drinking en humanos. Este modelo de consumo de alcohol ha 
demostrado causar neuroinflamación y neurodegeneración en la corteza frontal de los 
animales de experimentación, por lo que se ha utilizado para estudiar nuevas dianas 
terapéuticas contra las consecuencias negativas del abuso de esta sustancia. 
Existe una relación entre el consumo de alcohol y el LPS, ya que ambos potencian 
sus efectos a nivel inflamatorio. Varios estudios han demostrado que ante ciertas 
patologías como el estrés (Ponferrada et al., 2007), la depresión (Maes et al., 2012) o el 
consumo crónico de alcohol (Keshavarzian et al., 2009) puede producirse el incremento 
de la permeabilidad intestinal permitiendo el paso de endotoxinas bacterianas al torrente 
circulatorio. Estas endotoxinas contribuyen a la activación de la respuesta inmune y 
participan en el desarrollo de la neuroinflamación asociada en estas patologías. 
Por una parte, la administración sistémica de LPS ha sido utilizada 
experimentalmente para producir la activación del sistema inmune. El LPS, al igual que 
el alcohol, es capaz de actuar a través de los TLR4 (Hoshino et al., 1999) 
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 desencadenando la cascada de transducción de la señal que induce la activación del NF-
κB. La activación de este factor de transcripción produce el incremento de la expresión 
de mediadores pro-inflamatorios y de estrés oxidativo, por lo que la administración de 
LPS se ha utilizado para el estudio de los parámetros involucrados en la 
neuroinflamación y la neurodegeneración. 
Por otra parte, el LPS es un estresor físico capaz de producir, al igual que el alcohol, 
respuestas de fase aguda tanto fisiológicas, como la activación del eje HPA y la 
desregulación de la temperatura corporal, como comportamentales, tales como la 
anhedonia.  
El sistema endocannabinoide ha demostrado tener propiedades anti-inflamatorias y 
neuroprotectoras (Galve-Roperh et al., 2008). Actualmente, otros lípidos trasnmisores 
derivados de precursores de membrana están siendo foco de interés por sus múltiples 
acciones fisiológicas y homeostáticas (Orio et al., 2013). Las aciletanolamidas de ácidos 
grasos son mediadores lipídicos que incluyen al endocannabinoide AEA, que actúa 
sobre receptores cannabinoides clásicos, y los análogos cannabinoides PEA y OEA, que 
realizan sus actividades principalmente mediante la activación de los PPAR-α. Mientras 
que el papel anti-inflamatorio de la PEA ha sido descrito, principalmente a nivel 
periférico, las funciones de la OEA, molécula descubierta con posterioridad, se asocian 
a aspectos metabólicos de la ingesta y control de la saciedad. Aunque hay algunos 
estudios que indican que la OEA puede ejercer funciones de neuroprotección frente a 
diversas patologías del SNC, el posible papel de este compuesto como modulador de la 
neuroinflamación y de la neurotoxicidad, así como de las respuestas de fase aguda,  
todavía es desconocido. 
HIPÓTESIS: 
Las hipótesis que nos planteamos en este estudio son: 
1. La OEA ejerce un papel anti-inflamatorio y neuroprotector frente a la 
neuroinflamación y el daño neuronal inducidos por el consumo intensivo de 
alcohol en atracón o binge drinking. 
2. La OEA puede modular la respuesta inmune/inflamatoria, al igual que otras 
aciletanolamidas como la PEA, producida por la administración sistémica de 
LPS. 
74
 3. Las aciletanolamidas OEA y PEA pueden regular la activación de las respuestas 
de fase aguda fisiológicas y comportamentales producidas tras la inyección 
sistémica de LPS. 
OBJETIVOS GENERALES: 
1. Estudiar la vía de activación de la respuesta inflamatoria desencadenada por el 
alcohol en un modelo binge drinking o de consumo intensivo de alcohol en rata. 
2. Analizar el papel de la OEA en la neuroinflamación y la neurotoxicidad 
producidas por el alcohol en el modelo animal de consumo tipo binge drinking. 
3. Analizar el efecto de la OEA y la PEA sobre la neuroinflamación inducida por la 
inyección sistémica de LPS en rata. 
4. Evaluar el papel de la OEA y la PEA en la regulación de las respuestas de fase 
aguda (activación del eje HPA, termorregulación y anhedonia) producidas por la 
inyección sistémica de LPS en rata.  
OBJETIVOS CONCRETOS: 
1.1 Determinar el patrón temporal de expresión de los principales mediadores pro-
inflamatorios en corteza frontal tras un protocolo de consumo intensivo de alcohol o 
binge drinking en rata. 
1.2 Determinar la activación del eje HPA mediante la medida de los niveles de 
corticosterona en plasma inducidos por el consumo intensivo de alcohol o binge 
drinking en rata. 
2.1 Determinar la acción de la OEA sobre el metabolismo del alcohol, mediante el 
análisis de los niveles de alcohol en sangre alcanzados en el modelo animal de 
consumo intensivo de alcohol o binge drinking. 
2.2 Comprobar los efectos del pretratamiento con OEA sobre la vía de señalización 
HMGB1/TLR4/MyD88 en corteza frontal activada por el consumo intensivo de 
alcohol o binge drinking. 
2.3 Analizar el efecto del pretratamiento con OEA en la expresión y actividad del NF-
κB en corteza frontal inducidas por el alcohol. 
2.4 Evaluar la acción del pretratamiento con OEA en los niveles de citoquinas 
plasmáticas y en los niveles de citoquinas, quimioquinas y enzimas pro-
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 inflamatorias en corteza frontal inducidos el consumo intensivo de alcohol o binge 
drinking. 
2.5 Analizar el efecto de la OEA sobre la acumulación del producto de la peroxidación 
lipídica 4-HNE y los marcadores de daño celular como caspasa 3 y HMGB1 en 
corteza frontal inducidos por el consumo intensivo de alcohol o binge drinking.  
2.6 Determinar los efectos de la OEA sobre los niveles de corticosterona en plasma tras 
el consumo de alcohol tipo binge drinking. 
3.1 Probar la eficacia de la OEA, comparada con la PEA, para modular el incremento de 
la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en plasma y corteza frontal inducido 
por la administración sistémica de LPS. 
3.2 Comprobar los efectos de la OEA y la PEA en la activación del NF-κB en corteza 
frontal tras la inyección aguda de LPS. 
3.3 Analizar los efectos del pretratamiento con OEA y PEA en los niveles de expresión 
de las enzimas pro-inflamatorias iNOS y COX-2 en la corteza frontal tras la 
administración de LPS. 
3.4 Determinar los efectos de la OEA y la PEA en la acumulación de NO y PGE2, 
principales productos de la actividad de las enzimas pro-inflamatorias, en la corteza 
frontal tras el LPS. 
3.5 Analizar el efecto de la OEA y la PEA en la acumulación del producto de la 
peroxidación lipídica MDA en la corteza frontal tras la administración de LPS. 
4.1 Evaluar el efecto de la OEA y la PEA en la activación del eje HPA producida por la 
administración de LPS. 
4.2 Evaluar el papel de la OEA y la PEA en la regulación de la temperatura corporal tras 
la inyección de LPS. 
4.3 Analizar los marcadores de actividad pirógena endógena IL-1β, COX-2 y PGE2 en 
el hipotálamo tras la administración sistémica de LPS y la influencia del 
pretratamiento con OEA y PEA. 
4.4 Evaluar los efectos de la OEA y la PEA sobre el comportamiento motivacional 






















 ARTÍCULO 1 
En este primer estudio, trataremos de 
determinar el patrón de expresión temporal 
de los principales mediadores pro-
inflamatorios en corteza frontal y la 
activación del eje HPA en un modelo animal 
de consumo intensivo de alcohol o binge 
drinking. Una vez seleccionado el intervalo 
de tiempo en el que se observa un mayor 
incremento de los mediadores pro-
inflamatorios, realizaremos un segundo 
experimento para definir los efectos del 
pretratamiento con OEA sobre la vía de 
señalización HMGB1/TLR4, la expresión de 
NF-κB, los niveles de mediadores pro-
inflamatorios y de marcadores de daño 
celular tras el consumo de alcohol tipo binge 
drinking. También analizaremos la función 
de la OEA sobre el metabolismo del alcohol 
y la activación del eje HPA tras el consumo 
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Abstract: 
Alcohol abuse is frequently characterized by a specific pattern of intake in 
binge drinking episodes, inducing neuroinflammation and brain damage. 
Here, we characterized the temporal profile of neuroinflammation in rats 
exposed to intragastric binge ethanol administrations (3 times/day x 4 
days) and tested the anti-inflammatory/neuroprotectant properties of the 
satiety factor oleoylethanolamide (OEA). Pre-treatment with OEA (10 
mg/kg, i.p.) previous each alcohol gavage blocked the expression of High 
mobility group box 1 (HMGB1) danger signal and the innate immunity Toll-
like receptors 4 (TLR4), inhibiting the Nuclear factor-kappa B (NF-kB) 
proinflammatory cascade induced by alcohol binge in frontal cortex. OEA 
reduced the levels of Interleukin-1beta (IL-1β), the monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1), and the enzymes cyclooxygenase-2 
(COX-2) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in ethanol binged 
animals. Elevations in plasma Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and IL-
1β after ethanol were also inhibited by OEA. Additionally, OEA prevented 
ethanol-induced lipid peroxidation, caspase-8 and pro-apoptotic caspase-3 
activation in frontal cortex. Finally, OEA blocked the rise in blood 
corticosterone levels after ethanol with no alteration in blood ethanol 
levels. Altogether, results highlight a beneficial profile of OEA as a potent 
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Alcohol abuse is frequently characterized by a specific pattern of intake in binge 
drinking episodes, inducing neuroinflammation and brain damage. Here, we characterized the 
temporal profile of neuroinflammation in rats exposed to intragastric binge ethanol 
administrations (3 times/day x 4 days) and tested the anti-inflammatory/neuroprotectant 
properties of the satiety factor oleoylethanolamide (OEA). Pre-treatment with OEA (10 mg/kg, 
i.p.) previous each alcohol gavage blocked the expression of High mobility group box 1 
(HMGB1) danger signal and the innate immunity Toll-like receptors 4 (TLR4), inhibiting the 
Nuclear factor-kappa B (NF-kB) proinflammatory cascade induced by alcohol binge in frontal 
cortex. OEA reduced the levels of Interleukin-1beta (IL-1β), the monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1), and the enzymes cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) in ethanol binged animals. Elevations in plasma Tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) and IL-1β after ethanol were also inhibited by OEA. Additionally, OEA prevented 
ethanol-induced lipid peroxidation, caspase-8 and pro-apoptotic caspase-3 activation in frontal 
cortex. Finally, OEA blocked the rise in blood corticosterone levels after ethanol with no 
alteration in blood ethanol levels. Altogether, results highlight a beneficial profile of OEA as a 
potent anti-inflammatory/neuroprotectant compound to treat alcohol abuse. 
 
Keywords: alcohol binge, caspase-3, HMGB1, neuroinflammation, oleoylethanolamide, TLR4 







Binge heavy alcohol drinking is a pattern of alcohol consumption common among 
some alcoholics. Alcohol-induced brain damage and neurodegeneration have been proposed 
to occur as a result of binge drinking episodes (Obernier et al. 2002a; Agartz et al., 1999; Hunt 
et al., 1993), and compelling evidence indicates that alcohol binge-induced neuroinflammation 
may contribute to the neurotoxic effects of the drug (Crews et al., 2006; Hamelink et al., 2005; 
Tajuddin et al., 2014). 
A 4-day binge ethanol model (12 intragastric doses), the so-called Majchrowicz binge 
intoxication model (Majchrowicz, 1975), and slight modifications of it, have been used 
extensively to describe the neuroinflammatory and neurodegenerative properties of alcohol 
binge drinking. For example, ethanol binge causes microglia activation, increases the Nuclear 
factor-κappa  B (NF- κB)- DNA binding activity,  upregulates the expression of cyclooxygenase-2 
(COX-2) (Obernier et al., 2002a; Knapp & Crews, 1999; Crews et al., 2006), and induces brain 
injury and neurodegeneration in cerebral cortex and hippocampus (Crews et al., 2000; 
Hamelink et al., 2005; Tajuddin et al., 2014) associated with cognitive deficits (Obernier et al., 
2002b).  Additionally,  the above cited binge ethanol intoxicating model induces sustained high 
blood ethanol levels (BEL) similar to those documented in chronic alcoholics (Adachi et al., 
1991; Snyder et al., 1992). 
Chronic administrations of ethanol enhance NF-κB-related inflammatory mediators 
and activate Toll-like receptors (TLR)4 and TLR3 signalling pathways, inducing apoptosis, brain 
injury and neurodegeneration  (Vallés et al., 2004; Alfonso-Loeches et al., 2010; Qin & Crews, 
2012). The neuroimmune activation induced by chronic alcohol may involve the danger 
signaling molecule High Mobility Group Box 1 (HMGB1), which binds TLR4 (Crews et al., 2013; 
Zou & Crews, 2014). HMGB1 expression was increased in postmortem alcoholic orbitofrontal 
cortex and its levels correlated with lifetime alcohol consumption (Crews et al., 2013). Also in 






humans, increases in peripheral proinflammatoy cytokines such as Tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) and Interleukin-1beta (IL-1β), activation of microglia and enhanced brain expression of 
the chemoattractant protein 1 (MCP-1) have been documented in alcohol-dependent subjects 
(McClain and Cohen, 1989; McClain et al. 2004; He & Crews, 2008). Inflammation was also 
correlated to depressive symptoms and alcohol-craving (Leclercq et al., 2012). 
The endocannabinoid system has been studied for years for its anti-inflammatory and 
homeostatic properties. A structural analog of the endocannabinoid anandamide, the lipid 
mediator oleoylethanolamide (OEA), has emerged as an interesting bioactive molecule with 
anti-inflammatory and neuroprotectant actions in the brain. OEA was first discovered as a 
satiety factor with no activity at traditional cannabinoid receptors (Fu et al., 2003; Rodriguez 
de Fonseca et al., 2001), and growing evidence indicates that it mediates a variety of different 
actions through activation of peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPAR-α).  
Current studies in animal models indicate that OEA may have putative neuroprotective 
properties against CNS disorders such as stroke (Sun et al. 2007), Parkinson´s disease 
(Gonzalez-Aparicio et al., 2014), depression (Jin et al., 2015) or addiction (Melis et al., 2008; 
Bilbao et al., 2013, 2015).  
Recently, we have documented potent anti-inflammatory and anti-anhedonic actions 
of OEA in a LPS model of neuroinflammation (Sayd et al, 2014). Interestingly, a main role for 
OEA in alcoholism has been also reported: OEA regulates alcohol self-administration and 
relapse, reduces the withdrawal symptoms of alcohol, and it is released in blood and different 
tissues following exposure to alcohol, presumably as a homeostatic protective mechanism 
(Bilbao et al., 2015). To further investigate the role of OEA in alcohol pathology we tested here 
the effects of OEA in the neuroimmune HMGB1/TLR4/NF-kB pro-inflammatory and danger 
signaling pathway in an animal model of alcohol binge drinking.   






MATERIALS AND METHODS 
 
Animals 
Sixty-two male Wistar rats (from Harlan, Spain) weighing 250-300g were used. Animals 
were housed in groups (n=4-6) on a reverse 12-hour light/dark cycle under standard conditions 
of temperature and humidity. Standard food (A04 SAFE, Scientific Animal Food and 
Ensineering, Augy, France) and tap water were available ad libitum in the home cage. All 
animals were maintained under constant conditions for 10 days before experiments.  
All experimental protocols were adhered to the guidelines of the Animal Welfare 
Committee of the Universidad Complutense of Madrid following European legislation 
(2010/63/UE). 
 
Binge ethanol treatment 
Animals were treated with intragastric (i.g.) ethanol 3 times per day using i.g. cannulae 
(16-G needle, Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A.), following a slight modification of a 
standard paradigm of 4-day binge alcohol intoxication protocol (Obernier et al., 2002a,b) 
(Fig.1A). Ethanol doses were administered every 8h during a total time of 4 days. Ethanol-
treated rats received an initial loading dose of 5 g/kg of ethanol in a solution of 30% (w/v) and 
then a maximum of 3 g/kg for additional doses, which were determined in base of the animals´ 
BEL. This repeated binge-pattern ethanol paradigm maintained relatively constant intoxicating 
BEL in a range of sedation/ataxia (190-430 mg/dL, Table 1), according to the 6-point 
behavioural ethanol intoxication scale (Majchrowicz, 1975). The average dose of 
ethanol/rat/day (days 1-4) was 7.06 g/kg, similar to other studies (Obernier et al., 2002a,b).  
See Supporting Information for more details. 
 
Blood ethanol levels determination 






To verify intoxication, BEL were ascertained in blood samples taken from tail 120 min 
before and after the 15:00h ethanol i.g. administration by using electrochemical detection of 
an enzymatic reaction with an AM1 Alcohol Analyzer (Analox Instruments, London, UK).  
 
Experimental design, drug administration and tissue/plasma collection 
1. Time-course of the main neuroinflammatory changes induced by the ethanol binge 
protocol 
Animals subjected to the 4-day ethanol binge treatment by gavage (see Fig. 1A) were 
sacrificed 1h, 6h and 24h after the last ethanol administration by using a lethal dose of sodium 
pentobarbital (300 mg/kg, i.p., Dolethal®, Spain).  Brains were isolated from the skull, and 
meninges and blood vessels were carefully discarded. The frontal cortex was excised and 
frozen at -80ºC until assayed. Blood was collected by cardiac puncture using trisodium citrate 
(3.15% w/v) as anticoagulant. Plasma was obtained by blood centrifugation (2,000 g) 15 min at 
4ºC and stored at -20ºC until determinations. 
This first experiment allowed us to observe the timing of expression of the main 
inflammatory markers. According to this, we designed a second experiment in which we 
collected the brain tissue samples in a range between 2-4h after last ethanol gavage.  We 
chose this interval between 1h and 6h to detect, both, early changes in inflammatory 
parameters, i.e. TNF-α upregulation, as well as the activation of posterior markers, such as 
COX-2 expression (Fig 2). 
2. Effects of repeated OEA administration in the alterations in neuroinflammatory 
markers induced by ethanol binge exposure. 
In this second experiment we aimed to test the anti-inflammatory/neuroprotectant effects 
of OEA in the TLR4 signalling cascade (Fig. 1B) in a model of binge drinking alcohol abuse. 






OEA (10 mg/kg, i.p.; synthesized as described in Giuffrida et al., 2000) was dissolved in 
vehicle (5% Tween-80 in saline) and injected 10 min before each ethanol gavage 
administration. A unique administration of this dose of OEA has previously shown to induce 
anti-inflammatory effects in the frontal cortex of rats exposed to a model of LPS-induced 
neuroinflammation (Sayd et al., 2014). 
 
Preparation of nuclear and cytosolic extracts 
Nuclear and cytosolic protein extracts were obtained as previously published (Sayd et 
al., 2014). See Supporting Information for details. 
 
Western blot analysis 
Brain frontal cortices were homogenized by sonication in 400 μL of PBS (pH=7.4) mixed 
with a protease inhibitor cocktail (Complete, Roche®, Madrid, Spain) followed by 
centrifugation at 12,000g for 10 min at 4ºC. Homogenates with adjusted protein levels were 
mixed with Laemmli sample buffer (BioRad®, CA, USA) containing β-mercaptoethanol (50 
μL/mL of Laemmli) and 1 mg/mL were loaded into an electrophoresis gel. Proteins were 
blotted onto a nitrocellulose membrane (Amersham Ibérica®, Spain) with a semi-dry transfer 
system (Bio-Rad®, CA, USA), incubated with specific primary and secondary antibodies (see 
Supporting Information) and revealed by ECL™-kit (Amersham Ibérica®, Spain). 
Autoradiographs were quantified by densitometry (NIH ImageJ® software, National 
Biosciences, Lincoln, Nebraska USA) and expressed as optical density (O.D.). In all Western blot 
analyses, the housekeeping gene β-actin was used as loading control. 
 
Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis 






Total cytoplasmic RNA was prepared from samples of frontal cortex using TRIZOL® 
reagent (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Aliquots were converted to cDNA using random 
hexamer primers. Quantitative changes in mRNA levels were estimated by RT-PCR, carried out 
in the presence of SYBR green probe using a 20-L reaction in a Rotor-Gene (Corbett Research®, 
Mortlake, NSW, Australia). See Supporting Information for additional description and sequence 
details of the primers used (Table 1S). 
 
HMGB1 levels, proinflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β) and chemokine MCP-1 levels 
Levels of soluble HGMB1, TNF-α, IL-1β and MCP-1 were determined by commercially 
available enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) kits (Elabscience Biotechnology Co., 
Ltd., China, for HMGB-1; RayBiotech®, GA, USA, for TNF-α, IL-1β and MCP-1). See Supporting 
Information for details. 
 
Plasma corticosterone levels 
Corticosterone was measured in plasma by using a commercially available kit by 
radioimmunoassay (R.I.A.) (Coat-a-Count
®
,Siemens, LA, USA). A gamma counter (Wallac Wizard 
1470, Perkin Elmer, Walthman, USA) was used to measure radioactivity of the samples. 
 
NF-κB Transcription Factor Assay 
Nuclear extracts were used for determination of NF-κB transcription factor activity by 
using an ELISA-based kit (Cayman Chemicals©, Tallin, Estonia). Frontal cortex nuclear extracts 
were incubated with specific NF-κB p65 subunit response element probes, and p65 bounded to 
its response element probe was detected using a specific antibody against this subunit. 
Horseradish peroxidase-labeled secondary antibody was added and the binding was detected 






spectrophotometrically at 450 nm. Measurement was performed according to the 
manufacturer’s instructions. This assay is specific for p65 activation, and it does not cross-react 
with other NF-κB subunits, such as p50. Data were normalized by the amount of total protein. 
 
Lipid peroxidation 
Lipid peroxides are unstable indicators of oxidative stress in cells that decompose to 
form more complex and reactive compounds such as 4-hydroxynonenal (4-HNE), a natural bi-
product of lipid peroxidation.  The levels of HNE protein adducts in lysates from cerebral cortex 
were measured using a 96-well OxiSelect™ HNE Adduct Competitive ELISA Kit (Cell 
Biolabs®,San Diego, CA, USA) (see supporting Information).  
 
Measurement of caspase-3 activity 
Caspase-3 activity was determined using a fluorimetric assay kit (Abnova®, Taiwan) 
according to the manufacturer´s protocol. This commercial kit allows the measurement of the 
DEVD-dependent caspase activity (see Supporting Information for details).   
 
Protein assay 
Protein levels were measured using the Bradford´s method based on the principle of 
protein-dye binding (Bradford, 1976). 
 
Statistical analyses 
Data in text and figures are expressed as mean ± SEM. Data were analyzed by two-way 
analysis of variance (ANOVA), comparing the factors [alcohol/water] versus [OEA/vehicle], 






following by a Bonferroni post hoc test, and by one-way ANOVA following by Newman-Keuls 
post hoc test when appropriate. The BEL data were analyzed by repeated-measures 2-way 
ANOVA following by a Bonferroni post hoc test (treatment x daily determination) for both the 
pre-gavage and post-gavage BEL determinations. A p value ≤ 0.05 was considered statistically 
significant. Data were analyzed using GraphPad Prism version 5.04 (GraphPad Software Inc., 
San Diego, CA, USA). 







Time-course of alcohol binge-induced pro-inflammatory markers in frontal cortex and rise in 
plasma corticosterone levels 
Frontal cortex TNF-α was up-regulated 1h after ethanol administration and the 
cytokine content decreased 24h after treatment (Fig.2A; F(3,11)=9.45; p=0.0002). IL-1β showed a 
tendency to be increased 1h after ethanol exposure, but data did not reach statistical 
significance (Fig. 2B).  The expression of p65 subunit of NF-kB increased in nuclear extracts of 
frontal cortex 6h after ethanol treatment, and decreased 24h after the ethanol binge, when 
compared with the control group (Fig. 2C; F(3,11)=20.48; p<0.0001).  Levels of the NF-kB 
inhibitory protein IkappaB-alpha (IκBα) remained elevated 1h, 6h and 24h after alcohol 
treatment in frontal cortex cytosolic extracts (Fig. 2D; F(3,13)=6.73; p=0.0056) and the enzyme 
COX-2 showed an upregulation of its expression 6h after the ethanol administration. Finally, 
ethanol binge exposure elevated plasma corticosterone levels 1h, 6h and 24h after last 
administration (Fig.2E; F(3,15)=3.91; p=0.03). 
 
Blood ethanol levels  
BEL achieved during the experiment were in the range reported by others (Knapp & 
Crews et al., 1999; Obernier et al., 2002a,b; Crews et al., 2006). We studied whether OEA may 
modify BEL during days 2-4 of the binge treatment (Table 1).  A repeated-measures two-way 
ANOVA detected differences between BEL across the days of the binge protocol  (F(2, 17)=10.17; 
p=0.0003; F(2, 17)=15.41; p<0.0001) and showed that OEA pre-treatment did not alter the BEL 
achieved during days 2-4 of ethanol binge treatment neither in the pre-gavage (F(1, 17)=0.13; 
p=0.72, n.s.) nor in the post-gavage (F(1, 17)=0.18; p=0.67, n.s.) BEL determination. BEL were also 
determined immediately before tissue extraction (day 5), being 431.98 ± 34.90 g/dL for the 






vehicle + ethanol group and 445.82 ± 32.70 g/dL for the OEA + ethanol group (Student t´test, 
p=0.78, n.s.). 
 
Ethanol binge alterations in HMGB1/TLR-4 signaling pathway and effect of OEA pre-
treatment 
In order to explore whether the ethanol-induced pro-inflammatory mediators such as 
cytokines or NF-κB were discharged by activation of innate immunity receptors, we checked 
the influence of ethanol binge in the expression of TLR4 and its endogenous activator, the 
danger signaling cytokine HGMB1. Additionally, we checked the TLR4 co-receptor myeloid 
differentiation protein-2 (MD2), and the expression of the myeloid differentiation factor 88 
(MyD88), which is an adapter protein of the TLR4 intracellular signal transduction cascade. 
We observed main effects of ethanol exposure and OEA pretreatment in HMGB1 
expression. The increase in HMGB1 induced by ethanol binge (F(1,13)=19.14, p=0.0008) was 
prevented by pre-treatment with OEA (Fig. 3A; F(1, 13)=4.58, p=0.05). 
There was a main effect of ethanol binge treatment in both TLR4 mRNA (Fig. 3B; F(1, 
17)=10.08, p=0.005) and protein expression (Fig. 3C; F(1, 24)=10.04, p=0.004), a main effect of 
OEA in TLR4 mRNA (F(1, 17)=6.08, p=0.0246) and an interaction between ethanol exposure and 
OEA (F(1, 24)=9.67, p=0.0048) in TLR4 protein levels. Further analyses indicated that the pre-
treatment with OEA was able to reduce the ethanol-induced upregulation in TLR-4 mRNA (Fig. 
3B; F(3, 17)=5.86, p=0.0061) and protein expression (Fig.3C; F(3,24)=8.15, p=0.0006). 
 Ethanol exposure in a binge pattern increases the protein expression of MD2 (Fig. 3D; 
F(1, 27)=6.83, p=0.0145), but data of mRNA expression did not reach statistical significance (data 
not shown; F(1, 31)=3.79, p=0.06, n.s.). Main effect of OEA pretreatment (F(1, 27)=4.24, p=0.04) 
and an interaction (ethanol exposure x pre-treatment) (F(1, 17)=4.57, p=0.0418) were also found 






in MD2 protein levels.  OEA pre-treatment inhibited the ethanol-induced increase in MD2 (Fig. 
3D; F(3,30)=5.52, p=0.044). 
 Ethanol binge induced a main effect in MyD88 mRNA (Fig. 3E, F(1, 15)=10.34, p=0.0058) 
and protein expression (Fig. 3F; F(1, 30)=9.55, p=0.0043) and an interaction (ethanol exposure x 
pre-treatment) was also found in MyD88 protein levels (F(1, 30)=4640, p=0.0394). Pre-treatment 
with OEA inhibited the ethanol-induced increase in MyD88 protein expression (Fig 3F; F(3, 
32)=5.46, p=0.042). 
 
Effects of OEA in frontal cortex proinflammatory cytokines (TNF-α and IL-1β) and chemokine 
(MCP-1), and plasma TNF-α, IL-1β and corticosterone levels. 
Ethanol binge treatment increased the expression of both TNF-α and IL-1β mRNA 
levels in frontal cortex, although OEA pre-treatment did not prevent this effect (Supporting 
Information, Fig. 1S). TNF-α protein levels were increased in frontal cortex of rats under the 
binge ethanol treatment (F(1, 16)=2.56, p=0.1291), and were not prevented by OEA (Fig. 4A; 
F(3,16)=0.02, p=0.89, n.s.). In plasma, we observed a robust increase in TNF-α levels in ethanol-
treated animals (F(1,14)=44.64, p<0.0001) and an interaction between ethanol and OEA pre-
treatment (F(1,14)=4.85, p=0.045). Further analyses indicated that OEA pre-treatment partially 
prevented the increase in plasma TNF-α observed after ethanol binge (Fig. 4B; F(3,17)=15.59, 
p<0.0001). 
Ethanol-treated animals showed an increase in frontal cortex IL-1β protein levels 
(F(1,16)=4.497, p=0.0499), that was prevented by OEA pretreatment (Fig. 4C; F(1,16)=4.22, 
p=0.05). In plasma, an interaction between pre-treatment with OEA and ethanol 
administration was observed (F(1,20)=18.15, p=0.0004).  Ethanol binge increased plasma IL-1β 
levels, an effect that was prevented by OEA (Fig. 4D; F(3,20)=8.20, p=0.0009). 






Regarding MCP-1 levels, there was an interaction between ethanol administration and 
OEA pretreatment (F(1,33)=10.06, p=0.0033) and main effects of ethanol (F(1,33)=4.69, p=0.0377) 
and OEA pretreatment (F(1,33)=12.88, p=0.0011). Ethanol binge increased MCP-1 levels in 
frontal cortex and OEA pre-treatment prevented this effect (Fig. 4E; F(3,33)=9.92, p<0.0001). 
Finally, we tested the influence of OEA in ethanol-induced rise in corticosterone levels 
(Fig. 4F). Data revealed a significant effect of treatment (F(1,29)=5.44, p=0.00268) and an 
interaction between ethanol binge and OEA pretreatment (F(1,29)=4.77, p=0.0373).  A rise in 
corticosterone levels was observed in animals exposed to the ethanol binge treatment, that 
was totally prevented by pre-treatment with OEA (F(3,29)=4.21, p=0.0136). OEA did not modify 
plasma corticosterone levels in control animals (Fig. 4F). 
 
Effect of OEA in NF-κB expression and activity after ethanol binge exposure 
We explored the canonical NF-κB pro-inflammatory pathway in nuclear and cytosolic 
extracts of frontal cortex after the pharmacological treatments. There was a main effect of 
ethanol binge treatment in p65 mRNA levels (Fig. 5A; F(1,33)=44.14, p<0.0001) and an 
interaction between ethanol treatment and OEA pretreatment (F(1,33)=9.10, p=0.0049). Further 
analyses revealed that pre-administration of OEA partially prevented the ethanol-induced 
increase in p65 mRNA levels (Fig. 5A; F(3,36)=19.87, p<0.0001).  In the activity assay, there were 
main effects of alcohol exposure (F(1,16)=6.55, p=0.021) and OEA pretreatment (F(1,16)=16.66, 
p=0.0009), being  the increase in p65 nuclear activity induced by ethanol counteracted by OEA 
pre-treatment (Fig. 5C). 
Ethanol binge treatment also increased the mRNA and protein expression of IκBα (Fig. 
5B&D; F(1,35)=50.64, p<0.0001; F(1,33)=37.69, p<0.0001) and interacted with OEA pretreatment 
(F(1,33)=8.81, p=0.0055). Pre-treatment with OEA did not counteract the increase in IκBα mRNA 






levels and protein expression induced by ethanol (Fig. 5B&D; F(1,35)=0.17, p=0.6848 n.s.; 
F(1,33)=0.17, p=0.067, p=0.7970, n.s., respectively). 
 
Effect of OEA pre-treatment in iNOS and COX-2 mRNA expression and lipid peroxidation 
after ethanol binge exposure. 
The activation of NF-κB culminates in the production of inflammatory mediators such 
as the inducible enzymes iNOS and COX-2. The model of ethanol binge used in this study 
induced a robust increase in the mRNA expression of iNOS (F(1,17)=11.87, p=0.0031) that was 
completely prevented by pre-treatment with OEA (Fig. 6A; F(1,17)=8.71, p=0.0089). The maximal 
expression of COX-2 observed after ethanol treatment in the time-course experiment took 
place 6h after the end of the binge protocol (see back Fig. 2F), which might explain the 
absence of a significant effect of ethanol in the regulation of the COX-2 mRNA in the second 
experiment, in which brain samples were collected between 2-4h after the end of the last 
ethanol administration (Fig. 6B; F(1,32)=0.07, p=0.7975, n.s.). However, the 2-way ANOVA 
detected a main effect of OEA pre-treatment (F(1,32)=7.17, p=0.0011) and an interaction 
(ethanol x OEA) (F(1,32)=6.94, p=0.0129). Subsequent analyses revealed that OEA decreased 
mRNA COX-2 levels in ethanol but not vehicle-treated animals (Fig. 6B; F(3,32)=4.26, p=0.0123). 
As a result of an overactivation of pro-inflammatory pathways, the mechanisms for 
oxidative cellular stress may be activated inducing the formation of lipid peroxides that will 
affect the cell viability. We checked in our experiments the formation of the HNE adduct, a 
reactive compound formed by decomposition of lipid peroxides. We observed an increase in 
the HNE formation in frontal cortex of animals exposed to the ethanol binge treatment (Fig. 
6C; F(1,15)=14.56, p=0.0017) and an effect of OEA pretreatment (F(1,15)=7.21, p=0.017). OEA 
decreased the formation of HNE, being the effect significant only in ethanol-treated animals 
(Fig. 6C; (F(3,18)=7.03, p=0.0036). 







Effects of OEA in caspase-8 and pro-apoptotic caspase-3 after ethanol binge treatment. 
We studied whether the induction of the TLR4/NF-κB signaling cascade by ethanol 
culminated in neuronal damage. We checked the expression and activity of the pro-apoptotic 
enzyme caspase-3 in frontal cortices of animals under the different pharmacological 
treatments, and the upregulation of caspase-8 as an intermediate in the TLR4-MyD88/caspase-
3 signaling pathway. 
Caspase-8 mRNA was upregulated by ethanol binge (F(1,15)=13.37, p=0023), and OEA 
pretreatment reverted this effect (Fig. 6D; F(3,18)=6.95, p=0037). Caspase-3 mRNA was 
upregulated by alcohol, but OEA was not able to prevent this effect (Fig. S2, Supporting 
Information). Regarding caspase-3 protein levels (Fig. 6E), we observed an interaction between 
alcohol exposure and OEA pre-treatment (F(1,15)=7.95, p=0.0129) and a main effect of ethanol 
(F(1,15)=12.30, p=0.0032). Further analyses indicated that pretreatment with OEA prevented the 
overexpression of caspase-3 induced by ethanol (Fig.6E; F(3,18)=7.29, p=0.0031).  Additionally, 
the ethanol binge treatment induced an increase in the activity of caspase-3 in frontal cortex 






In this study we described the time-course of neuroinflammation induced by ethanol 
binge intoxication and we provided evidence of the anti-inflammatory and neuroprotectant 






effects induced by OEA. Our results indicate that OEA interfered with the neuroimmune 
HMGB1/TLR4/MyD88 danger signaling associated with NFkB-mediated pro-inflammatory 
cascade and protected against the overactivity of the pro-apoptotic enzyme caspase-3 in rat 
frontal cortex, all elicited by ethanol binge intoxication. Additionally, OEA inhibited the 
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis activation under alcohol binge exposure with no 
alteration in the ethanol metabolism. 
One of the main findings of the present study was that OEA pretreatment affected the 
expression and signaling of innate immune receptors TLR4 under alcohol intoxicating 
conditions. Recent evidences indicate that alcohol recruits and activates TLR4 in cerebral 
cortex (Crews et al., 2013; Alfonso-Loeches et al., 2010) including the prefrontal cortex 
(Pascual et al., 2014; Vetreno & Crews, 2012), specifically in glial cells (Blanco et al., 2005; 
Fernandez-Lizarbe et al., 2013). Ethanol-induced TLR4 signalling triggers the induction of a 
cascade of pro-inflammatory mediators that affect myelination (Alfonso-Loeches et al., 2012; 
Montesinos et al., 2015), induce brain damage (Alfonso-Loeches et al., 2010, Fernandez-
Lizarbe et al., 2013), cognitive impairments (Pascual et al., 2011, 2014; Montesinos et al., 
2015) and anxiety-related behaviors (Pascual et al., 2015) associated with the drug abuse. 
Increased expression of TLR2, TLR3 & TLR4 has been observed in human brains of alcoholics 
and in mice treated chronically with ethanol (Crews et al., 2013). The mechanisms underlying 
ethanol activation of TLR4 may include, apart from the direct activation, the recruitment of the 
nuclear cytokine HMGB1 that is released from neurons to the extracellular space inducing 
stimulation of both glial and neuronal TLR4. The binding of HMGB1 to TLR4 in glial cells 
activates a cascade of pro-inflammatory mediators and induce the expression and release of 
more HGMB1, which magnifies the inflammatory response (Crews et al, 2013; Zou & Crews, 
2014). It has been described that HMGB1/TLR4 signaling increased brain neuroimmune 
activation in alcohol dependence (Crews et al, 2013) and has been associated with cognitive 
deficits (Mazarati et al., 2011). Another mechanism for ethanol activation of TLR4 may involve 






an increase in the intestinal permeability to endotoxins, since elevated levels of blood LPS 
(which is a TLR4 ligand) and leaky gut have been documented in alcohol-dependent animals 
and alcohol-dependent non-cirrohotic humans (Adachi et al., 1995; Leclercq et al., 2012). 
Indeed, LPS administration greatly increased the neuroinflammatoy effects of ethanol in brain 
and blood (Qin et al., 2008) and sensitized ethanol-induced anxiety during withdrawal (Breese 
et al., 2008). We have previously showed that OEA blocks the frontal cortex NF-κB-dependent 
neuroinflammatory pathway induced by LPS and counteracts the anhedonic-like behavior 
associated with neuroinflammation (Sayd et al., 2014). In the present study, we proved that 
one of the mechanisms by which OEA may exert its anti-inflammatory and protective actions in 
the brain is by blocking the activation of the innate immune system, specifically through 
HMGB1/TLR4 signalling cascade inhibition associated with cell damage. Whether OEA may 
alter the gut permeability for endotoxins reducing peripheral inflammation after ethanol abuse 
remains to be determined in future investigations. 
Mechanisms by which ethanol injures the brain may include inflammation-derived 
oxidative stress and corticosterone production. Oxidative stress has been proposed as a major 
factor for alcohol-associated neurobiological effects (Hamelink et al., 2005; Haorah et al., 
2008; Collins et al., 2014). Due to the suggested role of inflammation and oxidative stress in 
alcohol-induced brain damage, several antioxidants have been tested as neuroprotectant 
drugs for alcohol abuse. Interestingly, only some of them have been proven to be effective 
preventing alcohol-induced damage.  Butylated hydroxytoluene (BTH) inhibited NF-κB nuclear 
activity and prevented the brain damage induced by ethanol in the 4-day binge intoxicating 
model (Crews et al., 2006). The diuretic furosemide and the non psicoactive cannabinoid 
Cannabidiol protected against ethanol brain damage by an antioxidant effect (Collins et al., 
1998; Hamelink et al., 2005).  The docosahexaenoic acid reduced neuroinflammation, oxidative 
stress and ethanol-induced neurodegeneration in the same ethanol binge model used in the 
present study (Tajuddin et al., 2014). However, the antioxidant ebselen and a blueberry extract 






failed to afford neuroprotection against ethanol binge-induced brain damage (Crews et al., 
2006), and there are contradictory results for the effect of α-tocofecol (Hamelink et al., 2005; 
Crews et al., 2006). Chronic alcohol-induced cognitive deficits were abrogated by antioxidants 
(Tiwari & Chopra, 2013). In our ethanol binge study, OEA showed a similar antioxidant profile, 
reducing oxidative and nitrosative stress. Additionally, we showed that OEA decreased the 
ethanol-induced rise in blood corticosterone levels. Altogether, these results suggest a 
predominant role for oxidative stress and HPA axis activation in the neuronal damage induced 
by alcohol binge. The inhibition of blood corticosterone levels induced by OEA may be 
protective for the neurodegeneration induced by ethanol, since it has been shown that 
elevated circulating corticosterone partially mediates ethanol binge-induced neurotoxicity in 
the brain (Cippitelli et al., 2014). In line with our results, OEA normalized the hyperactivity of 
the HPA axis after chronic unpredictable mild stress (Jin et al., 2015).  
We described that ethanol binge intoxication induced the release of proinflammatory 
cytokines in brain and blood. The effects of OEA in cytokine reduction were observed both at 
central and peripheral levels. The fact that the study with OEA was done in an interval in which 
brain TNF-α levels after ethanol binge were modest (because they were measured at a time-
point in the descending curve of the cytokine expression) may explain the absence of OEA 
effect in cortical TNF-α levels, while the peak of blood TNF-α levels was substantial to 
appreciate the inhibitory effect of OEA. In line with this hypothesis, we observed that OEA 
reduced both plasma and frontal cortex TNF-α under neuroinflammatory experimental 
conditions (Sayd et al., 2014) and it has been proven that OEA crosses the blood brain barrier 
after i.p. administration (Gonzalez-Aparicio et al., 2014). Additionally, increases in the pro-
inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α have been linked to brain HMGB1/TLR4 activity 
altered by ethanol (Crews et al., 2012; Zhou & Crews, 2014).  






 OEA blocked the expression and activity of the p65 subunit of NF-kB, which mediates 
most of the transcriptional activity of this nuclear factor, with no significant effect in the NF-kB 
inhibitory protein IkBα.  The translocation of NF-kB p65 subunit to the nucleus induces the 
transcription of more pro-inflammatory cytokines, which are release to the cytoplasm and 
activate NF-kB again in an amplified inflammatory loop. NF-kB transcriptional activity involves 
also the production of MCP-1, which induce immune cells migration to damage cells. We 
observed that OEA reduces, not only IL-1β and TNF-α, but also MCP-1 production. This finding 
may reveal unknown properties of OEA for the treatment of Wernicke´s encephalopathy, a 
neuropsychiatric condition associated with alcoholism, since thiamine (vitamin B1) deficiency, 
a core element for the disorder, has been correlated with brain levels of MCP-1 (Zahr et al., 
2014), which caused microglia recruitment/activation and exacerbated neurodegeneration 
(Yang et al., 2011). 
Ethanol-induced NF-kB activity increased also the expression of the enzymes COX-2 
and iNOS, and the production of the oxidative stress marker 4-HNE, which were blocked by 
OEA pretreatment. According to our results, other studies showed increased COX-2 
immunostaining in frontal cortex of rats exposed to the binge ethanol intoxicating model 
(Knapp & Crews, 1999) and increased 4-HNE adduct formation following the 4-day intoxicating 
ethanol binge protocol (Tajuddin et al.,2014). This model of alcohol binge intoxication and its 
slight modifications have shown to activate phospholipase A2 (PLA2) and mobilize arachidonic 
acid (AA), resulting in ROS production and oxidative stress, neuroinflammation and 
neurodegeneration (Collins et al., 2014). The increase in frontal cortex COX-2 levels reported 
here and by other authors (Knapp & Crews, 1999) after ethanol binge intoxication may be 
partially explained by the increase in AA, which is the COX-2 substrate in the production of 
prostaglandins.  
Another relevant finding of our study is the potential ability of OEA to supress the 
overactivity of the pro-apoptotic enzyme caspase-3 under stimulated conditions. We observed 






that ethanol binge induced an upregulation of caspase-3 expression and activity in frontal 
cortex, which were both inhibited by the pre-treatment with OEA. This finding reveals an up to 
date undescribed mechanism that OEA may uses to protect the brain. Precisely, NFκB-
mediated caspase-3 apoptotic signaling has been related with the cognitive deficits associated 
with ethanol exposure (Tiwari et al., 2012; Tiwari & Chopra, 2013). Recent studies indicate that 
OEA may act as a homeostatic signal that regulates multiple physiological adaptations after 
brain insults. Indeed, increased OEA levels have been documented after several CNS 
pathologies, including ethanol addiction (Bilbao et al., 2015). Thus, an exogenous 
administration of OEA (Sayd et al., 2014) or an increased bioviability of it (Ribeiro et al., 2015) 
might serve as a potent strategy to suppress inflammation and as a neuroprotective 
pharmacologic maneuver.  The neuroinflammation induced by ethanol may play a role in the 
pathology of ethanol addiction, since activation of inflammatory signaling by LPS increased 
ethanol drinking (Blednov et al., 2011). OEA regulates multiple physiological adaptations after 
ethanol abuse, including reduction of ethanol self-administration and relapse (Bilbao et al., 
2015), ethanol-induced neuroinflammation and brain damage (this study) or attenuation of 
the withdrawal symptoms after ethanol intake (Bilbao et al., 2015). Collectively, these results 
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Table 1. Blood ethanol levels 










Vehicle + EtOH 13:00 193.29 ± 38.22 341.73 ± 32.48** 303.32 ± 37.17* N=10 
17:00 274.96 ± 27.17 422.35 ± 18.00*** 430.31 ± 19.72*** N=10 
OEA + EtOH 13:00 217.14 ± 41.58 342.57 ± 40.25* 320.68 ± 36.63 N=9 
17:00 321.88 ± 34.08 404.17 ± 27.65 429.76 ± 29.25* N=9 
 
Table 1. Blood ethanol levels. Data represent BEL 2h before and 2h after the 15:00h alcohol 
administration in vehicle or OEA pre-treated animals. There were differences in the BEL 
between the day 2 and days 3 or 4 of treatment in both groups. Pretreatment with OEA did 
not modify the BEL achieved during days 2-4 of alcohol binge treatment neither before nor 
after ethanol gavage. Results are expressed as means ± S.E.M. Different from day 2 in the same 











Figure 1. Experimental design of the study. A) Binge alcohol drinking experimental protocol. Rats received 
an initial loading dose of 5 g/kg of 30% ethanol (w/v) via oral gavage and a maximum of 3 g/kg of ethanol 
in each subsequent dose every 8h. Blood was collected from the tail vein 2h before and 2h after of the 
15:00h ethanol gavage administration on days 2 to 4 in order to determine blood ethanol levels (BEL), and 
the ethanol doses where titrated to maintain relatively constant intoxicating BEL (see Table 1). The average 
doses of ethanol/rat were 8 g/kg, 7.5 g/kg, 7.9 g/kg and 4.9 g/kg, for days 1 to 4, respectively, and the 
average dose of ethanol/rat/day(1-4) was 7.06 g/kg. In the second experiment, OEA (10 mg/kg, i.p.) was 
injected as pre-treatment 10 min before each ethanol gavage. Blood and brain tissue samples were collected 
2-4h after last ethanol administration. B) Proposed HMGB1-mediated neuroimmune TLR4/MyD88/NF-kB 
signaling pathway activated by alcohol, leading to oxidative stress, caspase-3 activation and cell damage. 
HMGB1 is a danger cytokine recruited by alcohol that activates immune MyD88-dependent TLR4 signaling 
pathway, which induces the NF-kB p65 subunit translocation to the nucleus and increase in its 
transcriptional activity. The NF-kB-mediated pro-inflammatory cascade involves the release of cytokines, 
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such as TNF-α and IL-1β, that induce more NF-kB activation and further neuroinflammation, and the 
chemokine MCP-1 (that is also induced by impaired oxidative stress), which mediates microglia recruitment 
and exacerbates neurodegeneration. NF-kB transcriptional activity induces the expression of other pro-
inflammatory markers, such as COX-2 and iNOS, leading to oxidative and nitrosative stress. Lipid 
peroxidation, measured by 4-HNE accumulation, induces a cellular redox status related with caspase-8-
mediated activation of caspase-3 and apoptotic cell death.  
[HMGB1: High mobility group box 1; TLR4: Toll-like receptors 4; MD2: myeloid differentiation protein-2; 
MyD88: myeloid differentiation factor 88; NF-kB: nuclear factor-kappa B transcription factor (subunit p65); 
IkB: IkappaB inhibitory protein; TNF-α: tumor necrosis factor alpha; IL-1β: interleukin-1beta; MCP-1: 
monocyte chemoattractant protein-1; iNOS: inducible nitric oxide synthase; COX-2: cyclooxygenase-2; 4-
HNE: 4-hydroxynonenal].  
 
190x254mm (96 x 96 DPI)  
 
 






Figure 2. Time-course of ethanol binge drinking-induced rise in frontal cortex proinflammatory mediators 
and blood corticosterone. A) TNF-α levels in frontal cortex were upregulated 6h after binge treatment and 
downregulated 24h post-treatment; B) IL-1β levels after ethanol binge treatment showed a tendency to 
increase but were  not significantly elevated; C) the activity of p65 subunit of NFƙB was increased and 
decreased in frontal cortex nuclear extracts 6h and 24h after ethanol binge, respectively; D) the levels of 
IƙBα were elevated at all times tested after ethanol binge treatment; F) the enzyme COX-2 was upregulated 
6h after ethanol exposure; E) ethanol binge treatment increased blood corticosterone levels 1h, 6h and 24h 
after last ethanol gavage. Data represents the mean ± S.E.M. (n=3-6). Different from control group: 
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.  
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Figure 3. Effects of pretreatment with OEA in the HMGB1/TLR4 signaling pathway activated by ethanol binge 
exposure in frontal cortex. A) HMGB1 levels measured by enzyme-linked immunosorbent assays; B) mRNA 
relative levels of TLR4; C) protein TLR4 levels; D) protein levels of MD2; E) mRNA relative levels of MyD88; 
F) protein levels of MyD88. Data represents the mean ± S.E.M. (n=4-10). mRNA levels were normalized by 
GAPDH and densitometric data in the western blot analyses of bands of interest were normalized by β-actin 
(lower band). Different from control group: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Different from ethanol-
treated animals: #p<0.05; ##p<0.01.  
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Figure 4. Release of TNF-α, IL-1β and MCP-1 in frontal cortex, and plasma levels of TNF-α, IL-1β and 
corticosterone after pharmacological treatments. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) data of 
frontal cortex levels of TNF-α (A), IL-β (C) and MCP-1 (E). ELISA-detected plasma levels of TNF-α (B) and 
IL-β (D), and corticosterone levels (F) detected by radioimmunoassay (R.I.A.). Data represents the mean ± 
S.E.M. (n=3-6). Different from control group: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Different from ethanol-
treated animals: #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001.  
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Figure 5. Activation of frontal cortex NFκB induced by ethanol binge exposure and effects of OEA pre-
treatment. A) mRNA relative levels of nuclear p65 subunit of NFκB; B) mRNA levels of cytosolic NFκB 
inhibitory protein IκBα; C) p65 nuclear activity measured by an ELISA-based kit; D) protein levels of IκBα in 
cytosolic extracts. Data represents the mean ± S.E.M. (n=4-10). Densitometric data of IκBα were 
normalized by β-actin (lower band). Different from control group: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
Different from ethanol-treated animals: #p<0.05; ##p<0.01.  
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Figure 6. Role of OEA in ethanol-induced upregulation of iNOS and COX-2, lipid peroxidation, caspase 8, and 
caspase-3 expression and activity in frontal cortex. A) mRNA relative levels of iNOS; B) mRNA relative levels 
of COX-2; C) relative levels of 4-hydroxynonenal (4-HNE), a natural product of lipid peroxidation; D) mRNA 
relative levels of caspase-8, a signaling intermediate of caspase-3 activation; E) Caspase-3 protein levels; F) 
Caspase-3 activity measured by fluorimetric assay. Data represents the mean ± S.E.M. (n=4-10). Different 
from control group: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Different from ethanol-treated animals: #p<0.05; 
##p<0.01.  
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 ARTÍCULO 2 
En este segundo estudio compararemos la 
eficacia del pretratamiento con OEA con otra 
aciletanolamida, la PEA, en la regulación de 
la expresión de citoquinas y  enzimas pro-
inflamatorias y la activación de NF-κB en la 
corteza frontal tras la inyección sistémica de 
LPS. También trataremos de comprobar el 
efecto de ambas aciletanolamidas en el estrés 
oxidativo y nitrosativo y en la peroxidación 
lipídica activadas tras la administración de 
LPS. Por último, observaremos el efecto del 
pretratamiento con OEA y con PEA en la 
regulación de las respuestas de fase aguda 
fisiológicas (activación del eje HPA, 
marcadores hipotalámicos de actividad 
pirógena endógena y termorregulación) y 
comportamentales (anhedonia) alteradas tras 
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Abstract
Background: The acylethanolamides oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide are endogenous lipid mediators with 
proposed neuroprotectant properties in central nervous system (CNS) pathologies. The precise mechanisms remain partly 
unknown, but growing evidence suggests an antiinflammatory/antioxidant profile.
Methods: We tested whether oleoylethanolamide/palmitoylethanolamide (10 mg/kg, i.p.) attenuate neuroinflammation 
and acute phase responses (hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) stress axis stress axis activation, thermoregulation, and 
anhedonia) induced by lipopolysaccharide (0.5 mg/kg, i.p.) in rats.
Results: Lipopolysaccharide increased mRNA levels of the proinflammatory cytokines tumor necrosis factor-α, interleukin-
1β, and interleukin-6, nuclear transcription factor-κB activity, and the expression of its inhibitory protein IκBα in cytoplasm, 
the inducible isoforms of nitric oxide synthase and cyclooxygenase-2, microsomal prostaglandin E2 synthase mRNA, and 
proinflammatory prostaglandin E2 content in frontal cortex 150 minutes after administration. As a result, the markers of 
nitrosative/oxidative stress nitrites (NO2
-) and malondialdehyde were increased. Pretreatment with oleoylethanolamide/ 
palmitoylethanolamide reduced plasma tumor necrosis factor-α levels after lipopolysaccharide, but only oleoylethanolamide 
significantly reduced brain tumor necrosis factor-α mRNA. Oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide prevented 
lipopolysaccharide-induced nuclear transcription factor-κB (NF-κB)/IκBα upregulation in nuclear and cytosolic extracts, 
respectively, the expression of inducible isoforms of nitric oxide synthase, cyclooxygenase-2, and microsomal prostaglandin 
E2 synthase and the levels of prostaglandin E2. Additionally, both acylethanolamides reduced lipopolysaccharide-induced 
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oxidative/nitrosative stress. Neither oleoylethanolamide nor palmitoylethanolamide modified plasma corticosterone levels 
after lipopolysaccharide, but both acylethanolamides reduced the expression of hypothalamic markers of thermoregulation 
interleukin-1β, cyclooxygenase-2, and prostaglandin E2, and potentiated the hypothermic response after lipopolysaccharide. 
Interestingly, only oleoylethanolamide disrupted lipopolysaccharide-induced anhedonia in a saccharine preference test.
Conclusions: Results indicate that oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide have antiinflammatory/neuroprotective 
properties and suggest a role for these acylethanolamides as modulators of CNS pathologies with a neuroinflammatory component.
Keywords: OEA, PEA, lipopolysaccharide, neuroinflammation, anhedonia
Introduction
Endogenous lipid transmitters derived from membrane precur-
sors are a current focus of investigation due to the wide range of 
biological functions in which they participate, including modula-
tion of neurotransmitter release, neuroplasticity, synaptogenesis, 
neurogenesis, brain information processing, and cellular ener-
getic systems (Orio et al., 2013). Fatty acid acylethanolamides are 
endogenous lipid mediators with multiple physiological functions 
that include the endocannabinoid anandamide (arachidonoyle-
thanolamide [AEA]) and the noncannabimimmetic compounds 
N-oleoylethanolamide (OEA) and N-palmitoylethanolamide 
(PEA). Though involved in different functions, the acylethanola-
mides share biosynthetic and degradative mechanisms. They are 
synthesized on demand through a phospholipase D enzyme act-
ing on a membrane phospholipid precursor, which is synthesized 
by a cAMP and Ca2+-dependent N-acyltransferase (Piomelli, 2003). 
Upon its release, they experience reuptake by a catalytically silent 
fatty acid amide hydrolase (FAAH)-1 variant (Fu et al., 2011) and 
are degraded through enzymatic hydrolysis by a specific FAAH 
(Schmid et al., 1985; Cravatt et al., 1996).
OEA and PEA are structurally related compounds that act 
mainly thought the nuclear peroxisome proliferator-activated 
receptor-alpha (PPAR-α) (Rodriguez de Fonseca et al., 2001; Fu 
et  al., 2003; Lo Verme et  al., 2005; Di Cesare Mannelli et  al., 
2013), although they might bind the transient receptor poten-
tial vanilloid type-1 (Overton et  al., 2006; Almasi et  al., 2008; 
Godlewski et al., 2009), the G protein-coupled receptors GPR55 
and GPR119 (Overton et  al., 2006; Godlewski et  al., 2009), or 
other PPAR isoforms (Paternity et  al., 2013; but see Fu et  al. 
2003; LoVerme et  al., 2006). OEA is known as a satiety factor 
(Rodriguez de Fonseca et al., 2001; Fu et al., 2003), and both PEA 
and OEA act as analgesics in inflammatory and neuropathic 
pain (Lo Verme et  al., 2005; Suardiaz et  al., 2007; Di Cesare 
Mannelli et al., 2013).
Growing evidence indicates that OEA and PEA may have 
neuroprotective properties in neurological disorders such as 
stroke (Sun et al., 2007; Zhou et al., 2012; Ahmad et al., 2012a), 
traumatic brain injury (Ahmad et  al., 2012b), Parkinson´s dis-
ease (Gonzalez-Aparicio et  al., 2013; Gonzalez-Aparicio and 
Moratalla, 2013), or addiction (Melis et  al., 2008; Plaza-Zabala 
et al., 2010; Bilbao et al., 2013; Coppola and Mondola, 2013). Some 
of the mechanisms implicated are the modulation of antioxi-
dant responses, neuroinflammation, glial cell proliferation/dif-
ferentiation, neurogenesis, and neurotransmission.
Given the significance and complexity of neuroinflamma-
tion in the physiopathology of central nervous system (CNS) 
diseases, we studied the role of OEA and PEA as modulators of 
the inflammatory/immune response after a lipopolysaccharide 
(LPS) challenge. LPS is a component of the outer membrane on 
gram-negative bacteria that is extensively used for neuroin-
flammation modeling. Systemic LPS injection to experimental 
animals elicits a multisystemic response that includes immune, 
endocrine, metabolic, and behavioral components known as 
the acute-phase response and sickness behavior (Hart, 1988; 
Konsman et al., 2002; Kushner and Rzewnicki, 1997).
We tested the efficacy of OEA and PEA to modulate the canon-
ical proinflammatory pathway triggered by the activation of the 
nuclear factor-κB (NF-κB) (Madrigal et al., 2001) after LPS and eval-
uated the acute-phase responses described as activation of hypo-
thalamo-pituitary axis (HPA) (increases in plasma corticosterone), 
changes in hypothalamic markers of thermoregulation (interleu-
kin [IL]-1β, cyclooxygenase [COX]-2, and prostaglandin [PG]E2), 
and behavioral malaise (by checking motivational behavior).
Methods
Animals
Ninety-four male outbred Wistar Hannover rats (HsdRccHan:Wist, 
from Harlan, Spain), weighing 350 to 400 g, were housed in 
groups (n = 5–6) and maintained at a constant temperature of 
24 ± 2°C at a relative humidity of 70 ± 5% in a 12-hour light–dark 
cycle (lights on at 8:00 am). Animals were fed a standard pellet 
chow (A04 SAFE, Scientific Animal Food and Engineering, Augy, 
France) with free access to fresh tap water and were maintained 
under constant conditions for 10 days prior to experiments.
All experimental protocols were approved and followed the 
guidelines of the Animal Welfare Committee of the Universidad 
Complutense of Madrid according to European legislation 
(2010/63/UE).
Drug Administration
LPS (serotype O111:B4, ref. L2630 Sigma, Spain) was dissolved 
in saline and injected i.p. at 0.5 mg/kg. THe dose was chosen 
according to previous reports to induce neuroinflammation 
(MacDowell et al., 2013). OEA (10 mg/kg, i.p.; synthesized in our 
laboratory; Giuffrida et al., 2000) and PEA (10 mg/kg, i.p.; Tocris, 
Spain) were dissolved in vehicle (5% Tween 80 in saline) and 
injected 10 minutes before LPS administration. The doses were 
chosen according to previous studies in rodents reporting anti-
inflammatory/neuroprotective effects (Plaza-Zabala et al., 2010; 
Ahmad et al., 2012a, 2012b; Zhou et al., 2012).
Tissue Samples and Plasma Collection
Brain tissue samples were taken 150 minutes after LPS injec-
tion using a lethal dose of sodium pentobarbital (300 mg/kg, i.p., 
Dolethal, Spain). The timing of sacrifice after LPS was chosen on 
the basis of previous studies showing an NF-κB-dependent pro-
inflammatory response in the frontal cortex of Wistar rats at this 
time point (Perez-Nievas et al., 2010; MacDowell et al., 2013). Brains 
were isolated from the skull, and meninges and blood vessels were 
carefully discarded. The frontal cortex and hypothalamus were 
excised and frozen at -80°C until assayed. Blood was collected by 
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cardiac puncture using trisodium citrate (3.15% wt/vol) as antico-
agulant. Plasma was obtained by blood centrifugation (2000 g) 15 
minutes at 4°C and stored at -20°C until determinations.
Rat brain frontal cortex was chosen because of its high lev-
els of proinflammatory/antiinflammatory mediators and its 
susceptibility to the neuroinflammatory process elicited by LPS 
(Garcia-Bueno et  al., 2008) and because this brain area is an 
important neural substrate for the regulation of the HPA axis 
response to an immune/inflammatory challenge (Radley et al., 
2006). Hypothalamus is the main brain area involved in ther-
moregulation and fever (Saper, 1998).
Preparation of Nuclear and Cytosolic Extracts
A modified procedure based on the method of Schreiber and col-
leagues (Schreiber et al., 1989) was used. Briefly, brain frontal cortex 
and hypothalamus samples were homogenized in 300 μL buffer 
(10  mmol/L N-2-hydroxyethyl piperazine-N-2-ethanesulfonic 
acid (pH 7.9); 1 mmol/L ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 
1  mmol/L ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 10  mmol/L 
KCl, 1  mmol/L dithiothreitol, 0.5  mmol/L phenylmethylsulfo-
nyl fluoride, 0.1 mg/mL aprotinin, 1 mg/mL leupeptin, 1 mg/mL 
Nap-tosyll-lysine-chloromethyl ketone, 5 mmol/L NaF, 1 mmol/L 
NaVO4, 0.5 mol/L sucrose, and 10 mmol/L Na2MoO4). After 15 min-
utes, 0.5 % Nonidet P-40 (Roche, Mannheim, Germany) was added.
The tubes were vortexed and nuclei were collected by cen-
trifugation at 8000 g for 5 minutes. Supernatants were consid-
ered as the cytosolic fraction. The pellets were resuspended in 
100 μL buffer supplemented with 20% glycerol and 0.4 mol/L KCl 
and shaken for 30 minutes at 4°C. Nuclear protein extracts were 
obtained by centrifugation at 13 000 g for 5 minutes, and aliquots 
of the supernatant were stored at -80°C. All steps of the frac-
tionation were carried out at 4°C.
Western-Blot Analyses
To determine the expression levels of the enzymes inducible 
nitric oxide synthase (iNOS) and COX-2, brain frontal cortices 
and hypothalamus were homogenized by sonication in 400 μL 
of phosphate-buffered saline (pH = 7) mixed with a protease 
inhibitor cocktail (Complete, Roche, Madrid, Spain) followed by 
centrifugation at 12 000 g for 10 minutes at 4°C. After adjusting 
protein levels in the supernatants, homogenates were mixed 
with Laemmli sample buffer (Bio Rad, CA) and 10 μL (1 mg/mL) 
was loaded into an electrophoresis gel.
Membranes were blocked in 10 mM Tris-buffered saline 
containing 0.1% Tween-20 and 5% skimmed milk/bovine 
serum albumin (BSA) and incubated with specific primary 
antibodies:IκBα (rabbit polyclonal antibody against an epitope 
mapping at the C-terminus of IκBα of human origin; dilution 
1:1000 in 5% skimmed milk in BSA, Santa Cruz Biotechnology, 
CA); iNOS (rabbit polyclonal antibody against a peptide mapping 
at the amino terminus of iNOS of human origin; dilution 1:1000 
in TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA); COX-2 (goat poly-
clonal antibody against a peptide mapping at the C-terminus of 
COX-2 of human origin; dilution 1:750 in 5% BSA in TBS-Tween, 
Santa Cruz Biotechnology, CA). After washing with Tween 20, 
the membranes were incubated with the respective horserad-
ish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 90 minutes 
at room temperature. Blots were imaged using an Odyssey Fc 
System (Li-COR Biosciences), quantified by densitometry (NIH 
ImageJ software), and expressed in arbitrary units of optical 
density. The housekeeping gene β-actin was used as loading 
control.
Real Time-Polymerase Chain Reaction Analysis
Total cytoplasmic RNA was prepared from samples of frontal 
cortex or hypothalamus using TRIZOL reagent (Invitrogen, Grand 
Island, NY); aliquots were converted to complementary DNA 
using random hexamer primers. Quantitative changes in mRNA 
levels were estimated by real time-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) using the following cycling conditions: 35 cycles of 
denaturation at 95°C for 10 seconds, annealing at 58–61°C for 15 
seconds depending on the specific set of primers, and extension 
at 72°C for 20 seconds. Reactions were carried out in the presence 
of SYBR green (1:10 000 dilution, Molecular Probes, Eugene, OR) 
in a 20-L reaction in a Rotor-Gene (Corbett Research, Mortlake, 
Australia). The primers used were to detect IL-1β, IL-6, TNF-α, 
NF-κB p65 subunit, IκBα, iNOS, COX-2, and m-PGES-1 (sequence 
details in Table 1). Relative mRNA concentrations were obtained 
by comparing the take-off point of the different samples using 
the software provided in the unit. It establishes an inverse cor-
relation between the number of cycles before take-off and the 
concentration of mRNA, while assigning arbitrary units to the 
results. Tubulin and GADPH primer levels were used to normalize 
data (results are shown using tubulin normalization).
Plasma Cytokine Determination
IL- 1β and TNF-α plasma levels were determined using com-
mercially available enzyme-linked immunosorbent assays 
(RayBiotech). Plasma samples were 1:2 diluted and assayed 
following the manufacturer´s guidelines. Quantification 
was performed using a standard curve of increasing 
cytokines´concentrations. The optical density was measured 
Table 1. RT-PCR Primer Sequence Details











Abbreviations: COX, cyclooxygenase; IL, interleukin; iNOS, inducible nitric oxide synthase; m-PGES-1, microsomal prostaglandin E2 synthase; NF, nuclear factor; RT-
PCR, real time-polymerase chain reaction; TNF, tumor necrosis factor.
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using a microplate reader (Synergy 2; BioTek Instruments) set 
to 450 nm. The sensitivities of the assays were <80 pg/mL for 
IL-1β and <25 pg/mL for TNF-α. Intra-assay and inter-assay coef-




As the stable metabolites of the free radical nitric oxide (NO•), 
NO2
- were measured by using the Griess method (Green et al., 
1982). In an acidic solution with 1% sulphanilamide and 0.1% 
N-(1-Naphthyl)ethylenediamine (NEDA), nitrites convert into a 
pink compound that is photometrically calculated at 540 nm in 
a microplate reader (Synergy 2; BioTek).
Lipid Peroxidation
Lipid peroxidation was measured by a modification of the 
method of Das and Ratty (1987), whereby the thiobarbituric acid 
reacting substances, predominantly malondialdehyde (MDA), 
produced as a secondary product were quantified by use of 
the 2-thiobarbituric acid (TBA) color reaction. Brain tissue was 
homogenized in 10 volumes (wt/vol) of sodium phosphate buffer 
(pH 7.4). Assays contained tissue homogenate, trichloroacetic 
acid (40% wt/vol), HCl (5 M), and TBA (2% wt/vol). Samples were 
heated for 15 minutes at 90°C and centrifuged at 12 000 g for 10 
minutes. The MDA-TBA adduct (pink chromogen) of the super-
natant was measured spectrophotometrically (532 nm) and the 
MDA concentration calculated by use of a standard curve pre-
pared with MDA tetra-butylammonium salt. The results were 
expressed as nmol/mg protein.
Plasma Corticosterone
Corticosterone was measured in plasma by using a commer-
cially available kit by RIA Coat-a-Count (Siemens, Los Angeles, 
CA). A  gamma counter (Wallac Wizard 1470, Perkin Elmer, 
Waltham, MA) was used to measure radioactivity of the sam-
ples. The time of blood extraction and plasma collection oscil-
lated between 1:00 pm and 3:00 pm.
NF-κB Transcription Factor Assay
NF-κB transcription factor activity was determined in nuclear 
extracts by using an enzyme-linked immunosorbent assay-
based kit (Cayman Chemicals, Tallin, Estonia). Nuclear extracts 
were incubated with specific NF-κB p65 subunit response ele-
ment probes, and p65 bound to its response element probe 
was detected using a specific antibody against this subu-
nit. Horseradish peroxidase-labeled secondary antibody was 
added and the binding was detected by spectrophotometry. 
Measurement was performed according to the manufacturer’s 
instructions. This assay is specific for p65 activation, and it does 
not cross-react with other NF-κB subunits, such as p50.
PGE2 Determination
PGE2 levels were measured by commercially available enzyme 
immunoassay (PGE2 EIA Kit-Monoclonal; Cayman Chemical, 
Tallin, Estonia). Samples were sonicated in 400 mL homogeni-
zation buffer (0.1 M phosphate buffer, pH = 7.4, 1 mM EDTA, and 
10 mM indomethacin), purified in 4 volumes ethanol for 5 min-
utes at 4°C, centrifuged at 3000 g for 10 minutes, and acidified 
with glacial extracted using SPE (C-18) acetic acid (pH = 3.5). PGE2 
was extracted using SPE (C-18) columns (Waters, MA) rinsed 
with methanol and water. After sample´s application, columns 
were washed with water and hexane and PGE2 was eluted with 
ethyl acetate. Samples were evaporated to dryness under nitro-
gen and resuspended in enzyme immunoassay buffer. PGE2 
levels were measured in a 96-well plate and read at 405 nm 
following the manufacturer’s instructions (Synergy 2; BioTek 
Instruments). The sensitivity of the assay for PGE2 was 15 pg/
mL; intra- and interassay coefficients of variation were 6.6% and 
15.5%, respectively.
Protein Assay
Protein levels were measured using the Bradford method 
(Bradford, 1976).
Measurement of Rectal Temperature
Rectal temperature was measured by the use of a digital read-
out thermocouple (BAT12 thermometer, Physitemp) with a reso-
lution of 0.1°C accuracy of ±0.1°C attached to a RET-2 Rodent 
Sensor, which was inserted 2.5 cm into the rectum of the rat, 
the animal being lightly restrained by holding it in the hand of a 
trained individual to avoid stress-confounding factors. A steady 
readout was obtained within 10 seconds of probe insertion.
Saccharine Preference Test
Rats fed ad libitum were housed individually and were offered 
a free choice between 2 bottles located in the cages in a ran-
dom manner, one with a 0.1% saccharin solution and another 
with tap water, during the time of the experiment (30 hours). 
Separated groups of animals were used to test the thermic 
response and the preference for saccharine. The consumption 
of water and saccharin solution was recorded at specific time 
intervals after pharmacological treatments. The preference for 
saccharin was calculated as consumed saccharin solution/total 
fluid intake. No previous food or water deprivation was applied 
before the test.
Statistical Analyses
Data in text and figures are expressed as mean ± SEM. Data were 
analyzed by 2-way ANOVA comparing 2 factors: inflammation 
(vehicle or LPS) and pretreatment (vehicle, OEA, PEA), followed 
by Bonferroni posthoc test when appropriate. Data on sac-
charine preference test, total fluid intake, and rectal tempera-
tures were analyzed by 2-way repeated-measures ANOVA using 
treatment as a between-subjects factor and time as a repeated 
measure, followed by Bonferroni posthoc test. The behavioral 
experiments (rectal temperatures and saccharine preference 
test) and Western blots were performed independently for OEA 
and PEA, so the 2-way ANOVA were run accordingly (reported in 
results in this order: OEA and PEA). Additionally, in the behav-
ioral experiments, we ran a 2-way ANOVA comparing the 2 fac-
tors (inflammation and pretreatment) at specific time points of 
the temporal curves: we chose 1 hour and 3 hours after LPS in 
the temperature curves, since the hypothalamic markers were 
studied at a time in between (2.5 hours); in the saccharine pref-
erence test, we chose the last time point of the test (30 hours), 
since it represents an accumulated measure over time. A P value 
≤ .05 was considered statistically significant. Data were analyzed 
using GraphPad Prism version 5.04 (GraphPad Software Inc., San 
Diego, CA).
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Results
Effect of OEA and PEA on Proinflammatory 
Cytokines in Frontal Cortex
LPS administration increased mRNA expression of the proin-
flammatory cytokines TNF-α (Figure  1a; F(1,19) P =  5.97, P = .0245), 
IL-1β (Figure  1B; F(1,24) P = 10.34, P = .0037), and IL-6 (Figure  1C; 
F(1,19) P = 22.93, P = .0001) in frontal cortex 150 minutes after admin-
istration. Pretreatment with OEA significantly reduced the 
increase in TNF-α mRNA levels induced by LPS (interaction effect: 
F(2,19) P =  6.177) and had no significant effect on IL-1β and IL-6 in the 
presence or absence of LPS. Although PEA reduces LPS-induced 
increase in TNF-α and IL-1β (but not IL-6) mRNA, posthoc test 
revealed that these effects failed to reach statistical significance.
To test whether the CNS effects of acylethanolamides may be 
affected by peripheral modulation of circulating cytokines, we 
measured TNF-α and IL-1β in plasma after treatments. Figure 1D 
(graph box) shows that both OEA and PEA modified the increase 
in plasma TNF-α observed after LPS injection (interaction effect 
F(2,67) P = 4.968; P = .0097). Levels of plasma IL-1β were not affected 
by the treatments (data not shown).
Effect of OEA and PEA in the Activation of 
Proinflammatory NF-κB
The release of proinflammatory cytokines TNF-α, IL-1β, and IL-6 
after LPS may account for NF-κB activation, so we studied the 
mRNA expression and activity of NF-κB proinflammatory subu-
nit p65 (Figure 2A-B) and its inhibitory protein IκBα (Figure 2C-
E). LPS increased p65 subunit (F(1,18) P = 13.37, P = .0011) in nuclear 
extracts of frontal cortex, which is inhibited by OEA pretreat-
ment at the level of mRNA (Figure 2A; F(2,16) P = 12.54, P = .0009) and 
activity (Figure 2B; interaction effect F(2,15) P = 5.313, P = .0180). PEA 
administration reduced the p65 mRNA expression (Figure  2A; 
F(2,15) P = 5.313, P = .018) but had no significant effect in the activ-
ity assay (Figure 2B; F(2,18) P = .7028, P = .5108). LPS also induced an 
upregulation of IκBα mRNA (Figure 2C; F(1,20) P = 25.60, P < .0001) and 
Figure 1. Proinflammatory cytokines in frontal cortex (and plasma). Real time-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of tumor necrosis factor (TNF)-α (A), inter-
leukin (IL-)1β (B), and IL-6 (C) mRNAs in frontal cortex 150 minutes after lipopolysaccharide (LPS) administration. Data (n = 4–7 per group) are normalized by tubulin and 
are presented as means ± SEM. Data in D (graph box) represents plasma levels of TNF-α measured by ELISA. Different from control group: *P < .05, **P < .01; different 
from vehicle + LPS rats: #P < .05 (2-way ANOVA followed by Bonferroni posthoc test).
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protein expression (F(1,13) P = 22.79, P = .0008) in cytosolic extracts 
that was prevented by PEA (F(2,20) P = 4.943, P = .0187) at the level 
of mRNA. Pretreatment with OEA reduced IκBα protein expres-
sion in LPS-treated animals (interaction effect (F(1,13)  P = 39.48, P 
< .0001), whereas PEA had no significant effect at protein level.
Proinflammatory Enzymes (COX-2 and iNOS): Effect 
of OEA and PEA
NF-κB regulates the expression of genes involved in the accumu-
lation of oxidative/nitrosative and inflammatory mediators after 
LPS exposure. Among others, 2 main sources of these media-
tors dependent on NF-κB are iNOS and COX-2. LPS induced an 
increase in iNOS protein expression (F(1,13) P = 5.221, P = .0482) that 
was prevented by OEA (Figure 3A; interaction effect: F(1,13) P = 6.112, 
P = .0354) and by PEA (Figure 3B; interaction effect: F(1,13) P = 14.68, 
P = .004). Both acylethanolamides reduced iNOS mRNA expression 
in the LPS-treated condition (Figure  3C; interaction effect (F(2,20) 
P = 10.44, P = .0013). Similarly, LPS-induced COX-2 upregulation (F(1, 
10) P = 13.97, P = .0057) was blocked by the respective preadministra-
tion of OEA and PEA (Figure 3D-E, interaction effects: F(1, 10) P = 61.66, 
P < .0001 and F(1,11) P = 9.388, P = .0135). COX-2 mRNA levels remain 
unchanged in all treatments at this time point (data not shown).
Brain COX-2 and iNOS Main Products: PGE2 Synthesis 
and NO2
- Accumulation. Effect of OEA and PEA
The presumed major iNOS and COX-2 brain products, NO and 
PGE2, respectively, are potent oxidant/proinflammatory mol-
ecules that have been directly related to cellular damage/death 
in multiple CNS pathologies.
PGE2 is synthesized by a multienzymatic pathway in which 
the specific enzyme microsomal prostaglandin E2 synthase 
(mPGES-1) is the last step (Ivanov and Romanovsky, 2004). LPS 
increased mPGES-1 mRNA (Figure 4A; F(1,20) P = 70.19, P < .0001) and 
PGE2 production (Figure 4B; F(1,22) P = 9.574, P = .063) in cortical tissue. 
As can be observed in Figure 4A-B, both OEA and PEA prevented 
the LPS-induced upregulation of mPGES-1 and PGE2 (interaction 
effects: F(2, 20) P = 13.20, P = .0004 and (F(2, 20) P =  3.074, P = .0711).
Figure 4C shows the accumulation of the main NO metabo-
lite, NO2
-, after LPS (F(1, 19) P = 5.692, P = .0276) that was prevented 
by pretreatment with both OEA and PEA (main effect of pretreat-
ment (F(2, 19) P = 6.203, P = .0084; interaction F(2, 19) P = .4733, P = .63).
Lipid Peroxidation: Effect of OEA and PEA
As a marker of cellular damage elicited by oxidative/nitrosa-
tive stress, lipid peroxidation was assessed by measuring MDA 
accumulation. Figure 4D shows that OEA and PEA pretreatments 
prevented the LPS-induced overaccumulation of MDA in frontal 
cortex (effect of pretreatment F(2, 19) P = 10.57, P = .0008 and inter-
action F(2, 19) P = 4.009, P = .0353).
Effects of OEA and PEA on Plasma 
Corticosterone Levels
The quantification of plasma corticosterone levels at the time 
of blood extraction (1:00-3:00 pm) revealed an expected corticos-
terone increase in LPS-injected animals (F(1, 24) P = 18.29, P = .0003). 
The LPS-induced increase in corticosterone levels rose in 42% 
over control values (control: 244.10 ± 13.8 ng/mL). Interestingly, 
at that time point, neither OEA (51.3% over controls) nor PEA 
(57.57% over controls) prevented the increase in corticosterone 
induced by LPS, suggesting that the mechanism of these com-
pounds modulating neuroinflammation is independent of sys-
temic corticosterone levels (Table 2).
Figure 2. Nuclear factor (NF)-κB proinflammatory subunit p65 and its inhibitory protein IκBα in frontal cortex. A) Real time-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis 
of the proinflammatory p65 subunit of NF-κB in nuclear extracts. (B) Activity of NF-κB p65 subunit in nuclear extracts. (C) RT-PCR analysis of the NF-κB inhibitory protein 
IκBα in cytosolic extracts. (D) Western-blot and densitometric analysis of IκBα after oleoylethanolamide (OEA) pretreatment. (E) Western-blot and densitometric analy-
sis of IκBα after palmitoylethanolamide (PEA) pretreatment. Data (n = 3–5) on RT-PCR and Western blot are normalized by tubulin and β-actin. Different from control 
group: *P < .05, ***P < .001; different from vehicle + lipopolysaccharide (LPS) rats: #P < .05, ##P < .01 (2-way ANOVA followed by Bonferroni posthoc test).
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Hypothalamic Markers of Thermoregulation: Effects 
of OEA and PEA
As another acute-phase response after LPS administration, we 
studied the expression of molecular markers related with tem-
perature regulation in the hypothalamus.
The pyrogenic and proinflammatory cytokine IL-1β increased 
its mRNA up to 6 times in hypothalamus after LPS administra-
tion (F(1, 26) P = 14.62, P = .0007), and this increase was blocked 
by OEA and PEA pretreatments (Figure  5A; interaction effect: 
F(2, 26) P = 4.982, P = .0147). Similarly, LPS induced an upregula-
tion of COX-2 mRNA in hypothalamus (Figure 5B; F(1, 25) P = 12.60, 
P = .0016) that was prevented by OEA and PEA (interaction effect: 
F(2, 25) P = 8.285, P = .0017).
PGE2, one of the major COX-2 products, is presumably a 
mediator of temperature deregulation after LPS (Ivanov and 
Romanovsky, 2004). As represented in Figure  5C-D, OEA and 
PEA prevented the mRNA upregulation of its synthesis enzyme 
mPGES-1 (interaction effect: F(2,28) P = 5.950, P = .0070) and the PGE2 
accumulation (interaction: F(2,20) P = 6.132, P = .0113) induced by 
LPS in hypothalamus, suggesting an involvement of both acyle-
thanolamides in the acute-phase responses of LPS related with 
body temperature regulation.
Thermic Response
Figure  5E and F show the temperature deregulation after LPS 
injection. Three basal temperatures were recorded every 30 min-
utes before LPS administration. The media of the 2 first basal 
temperatures (t = -1.0 hour and -0.5 hour) was represented as 
“B” in the figures. Arrow indicates time of LPS injection. Basal 
temperatures immediately before LPS injection (t = 0) did not 
differ significantly between groups of treatments (F(3,23) P = .58, 
P = .65, n.s., and F(3,20) P  = 1.15, P = .037, n.s., for OEA (Figure  5E) 
and PEA (Figure 5F) experiments, respectively). Analysis of the 
temperature temporal curves by repeated measures 2-way 
Figure 3. Effect of acylethanolamides in lipopolysaccharide (LPS)-induced inducible isoforms of nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase (COX)-2 expression. 
(A) Western-blot and densitometric analysis of iNOS after oleoylethanolamide (OEA) pretreatment. (B) Western-blot and densitometric analysis of iNOS after palmitoy-
lethanolamide pretreatment. (C) Real time-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of iNOS after OEA and PEA pretreatments. (D) Western- blot and densitometric 
analysis of COX-2 after OEA pretreatment. (E) Western-blot and densitometric analysis of COX-2 after PEA pretreatment. Data (n = 3–5) are represented as means ± 
SEM. Different from control group: *P < .05, **P < .01, ***P < .001; different from vehicle + lipopolysaccharide (LPS): #P < .05, ##P < .01, ###P < .001 (2-way ANOVA followed by 
Bonferroni posthoc test).
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ANOVA showed interactions between time and treatment (F(15,95) 
P = 6.696, P < .0001 and F(15,60) P = 14.60, P <. 0001) and main effects 
of time (F(5,95) P = 19.0, P < .0001 and F(15,60) P = 27.12, P <. 0001) and 
treatment (F(3,95) P = 4.91, P = .0108 and F(3,60) P = 51.35, P < .0001). 
Additional analyses revealed that LPS induced a hypothermic 
response immediately after the injection and up to 3 to 6 hours 
posttreatment. Two-way ANOVA at specific time points revealed 
that pretreatments with OEA and PEA potentiated the hypother-
mic response 60 minutes after LPS (F(1,20) P = 40.25, P < .0001 and 
(F(1,12) P = 33.31, P < .0001) (Figure 5E-F).
Saccharine Preference Test
The saccharine preference test was used to evaluate moti-
vational behavior. A  decrease in the preference for a natural 
reward (sucrose or saccharine) is reflective of anhedonia, which 
is a core symptom of a depressive-like state (Willner et al., 1987) 
and considered part of the sickness behavior after LPS adminis-
tration (Yirmiya, 1996).
Repeated-measures 2-way ANOVA (Figure  6A and B, 
respectively) found an overall interaction between time and 
treatments (F(15,100) P = 3.625, P < .0001 and F(15,220) P = 5.011, P <.0 
001) and main effects of time (F(5,100) P = 9.904, P < .0001 and F(5,220) 
P = 3.83, P = .0024) and treatment (F(3,100) P = 7.443, P = .0077 and 
F(3,220) P = 19.17, P < .0001). Subsequent analyses revealed that, as 
reflected in Figure 6, LPS injection induced a gradual decrease in 
the preference for a saccharine solution (from 3–8 hours up to 30 
hours postadministration). Pretreatment with OEA (Figure 6A) to 
LPS-injected rats restored the preference for saccharine to the 
level of controls at any time point, whereas PEA pretreatment 
(Figure  6B) had no effect in this motivational test. The com-
parison between the factors inflammation and pretreatment by 
2-way ANOVA at the time point of 30 hours posttreatment (see 
statistical methods) revealed a main effect of OEA pretreatment 
in LPS conditions (F(1,20) P = 25.92, P < .0001) and no effect of PEA in 
the same condition (F(1,44) P = .012, P = .92, n.s.).
The total amount of liquid (water + saccharine solution) 
drunk by the animals in this test differs significantly between 
control and LPS-treated animals. OEA or PEA did not modify this 
LPS-induced effect (Table 3).
Discussion
Recent studies have demonstrated that PEA and OEA endogenous 
levels are regulated in several CNS pathologies (Baker et al., 2001; 
Hansen et al., 2001; Schabitz et al., 2002; Berger et al., 2004; Degn 
et al., 2007; Bisogno et al., 2008; Hill et al., 2009; Hauer et al., 2013) 
and in acute inflammatory conditions induced by LPS (Balvers 
et al., 2012). Because of the proposed homeostatic protective role 
for both bioactive lipids, this acute response could be considered 
as part of an antiinflammatory protective homeostatic response 
regulating cell survival and damage (Fidaleo et al., 2014). Herewith, 
to further investigate the role of both acylethanolamides as a pos-
sible homeostatic mechanism in the brain, we decided to explore 
whether their exogenous administration might serve as a new 
neuroprotective pharmacologic manoeuvre.
 Our study provides new evidence of the brain antiinflam-
matory properties of OEA and PEA in a model of neuroinflam-
mation in vivo. Our previous data indicate that OEA crosses the 
Table 2. Plasma Corticosterone Levels. The values of corticosterone 
obtained in basal conditions (244.10 ± 13.8 ng/mL) were in accordance 
with the kit manufacturer’s expected values in adult male Wistar 
rats. Lipopolysaccharide (LPS) increased plasma levels of corticoster-
one compared with control animals. Pretreatment with oleoyletha-
nolamide (OEA) or palmitoylethanolamide (PEA) did not modify the 
LPS-induced increase in corticosterone. The time of blood extraction 
oscillated between 1:00 and 3:00 pm. Data are presented as means ± 
SEM with n = 5 for each group of treatment.
Treatment Corticosterone (ng/mL)
Vehicle + saline 244.10 ± 13.80
OEA + saline 259.17 ± 32.94
PEA + saline 272.96 ± 25.72
Vehicle + LPS 346.64 ± 11.39
OEA + LPS 369.34 ± 35.22
PEA + LPS 384.64 ± 28.50
Figure 4. Prostaglandin (PG)E2 synthesis and release, nitrite accumulation, and lipid peroxidation in frontal cortex. (A) Real time-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
analysis of the PGE2 synthesis enzyme microsomal prostaglandin E2 synthase (mPGES-1). (B) PGE2 levels measured by enzyme immunoassay. (C) NO2
- accumulation. 
(D) Malondialdehide accumulation as marker of lipid peroxidation. Data (n = 3–6) are represented as means ± SEM. Different from control group: *P < .05, **P < .01, ***P < 
.001; different from vehicle + lipopolysaccharide (LPS): #P < .05, ##P < .01, ###P < .001; different from palmitoylethanolamide (PEA) + saline: ƒP < .05 (2-way ANOVA followed 
by Bonferroni posthoc test).
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blood-brain barrier and reaches the brain rapidly after i.p. admin-
istration. Specifically, peripheral administration of OEA (20 mg/
kg, i.p.) induced an increase in the OEA dialysate concentration in 
the dorsal striatum 20 minutes after injection (Gonzalez-Aparicio 
et al., 2014). Other authors detected a sustained 2-fold increase in 
OEA striatal levels over baseline for more than 2 hours after a sin-
gle i.p. administration of OEA (20 mg/kg), reaching the maximum 
peak concentration around 15 minutes postinjection (Plaza-Zabala 
et al., 2010). In both studies, the OEA concentration is within the 
range reported to produce stimulation of PPAR-α receptor-depend-
ent transcription (120 nM) (Fu et al, 2003). PEA has been reported 
to cross modestly the blood brain barrier after an oral dose 
(Artamonov et  al., 2005). Nevertheless, in the present study we 
observed that OEA and PEA prevented the LPS-induced increase 
in plasma TNF-α levels. These results, together with the studies 
mentioned above, indicate that the antiinflammatory effects of 
OEA and PEA observed in the brain may be a consequence of the 
modulation of peripheral inflammation (ie, modulation of innate 
immune TLR4 receptors) by these acylethanolamides and/or the 
direct action in the CNS. Disregarding the mechanisms involved, 
the brain is deeply affected by OEA and PEA pretreatments.
Here, we observed that OEA prevented LPS-induced increase 
in cortical TNF-α mRNA levels and both acylethanolamides 
reduced NF-κB activation, the expression of iNOS and COX-
2, accumulation of NO2
-, and lipid peroxidation in frontal cor-
tex. We supply further confirmation of this antiinflammatory 
mechanism by showing OEA and PEA reductions in LPS-induced 
increases in mPGES-1 and PGE2 levels.
Figure 5. Thermoregulation and its hypothalamic markers. Real time-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of interleukin (IL)-1β (A), cyclooxygenase (COX)-2 
(B), and microsomal prostaglandin E2 synthase (mPGES-1) (C), and protein levels of prostaglandin (PG)E2 (D) in the hypothalamus. Rectal temperatures of rats pretreated 
with oleoylethanolamide (OEA) (E) and palmitoylethanolamide (PEA) (F). Biochemical data are means ± SEM (n = 3–5). Rectal temperature data for OEA (E) and PEA (F) 
are represented as means ± SEM (n = 5–6). Arrows in temperature graphs indicate time of lipopolysaccharide (LPS) injection, “B” represents the mean of 2 first basal 
measures previous to LPS injection, and t = 0 represents the third basal measure right before treatment administration. Different from control group: *P < .05, **P < .01, 
***P < .001; different from vehicle + LPS: #P < .05, ##P < .01, ###P < .001; different from OEA + saline group: øøP < .01, øøøP < .001; different from PEA + saline: ƒƒP< .01,ƒƒƒ P < .001 
(biochemical data: 2-way ANOVA followed by Bonferroni posthoc test; behavioral data: repeated-measures 2-way ANOVA with Bonferroni posthoc test).
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We also provide the first evidence to our knowledge support-
ing a differential role for OEA and PEA influencing the acute-
phase responses after LPS. Thus, OEA and PEA did not modify 
the increase in plasma corticosterone levels elicited by LPS. In 
the hypothalamus, OEA and PEA potently altered the expression 
of IL-1β, COX-2, and PGE2, which are presumably mediators of 
Figure 6. Saccharine preference test. (A) Rats pretreated with oleoylethanolamide (OEA). (B) Rats pretreated with palmitoylethanolamide (PEA). Saccharine preference 
was calculated as quantity of saccharine solution drunk/total fluid intake and is an index of the motivational state of the animal. The gradual decrease in the prefer-
ence for a saccharine solution observed in LPS-injected rats reflects an anhedonic state, which is totally prevented by pretreatment with OEA (A) but not by PEA (B). Data 
(n = 6–12) are means ± SEM. Repeated-measures 2-way ANOVA with Bonferroni posthoc test: different from control: *P < .05, **P < .01, ***P < .001; different from vehicle 
+ lipopolysaccharide (LPS): ##P < .01, ###P < .001; different from PEA+saline group: ƒP < .05; ƒƒƒP < .001.
Table 3. Total Fluid Intake at Different Time Points in the Saccharine Preference Test (A) Pretreatment with oleoylethanolamide (OEA) in lipopoly-
saccharide (LPS) or vehicle-injected rats. (B) Pretreatment with palmitoylethanolamide (PEA) in LPS or vehicle-injected rats. Animals injected with 
LPS decreased the total fluid intake (water + saccharine solution) during the saccharine preference test (6–30 hours) independently of the pretreat-
ment with OEA (9–30 hours) (A) or PEA (6–30 hours) (B). Data are means ± SEM. Repeated-measures 2-way ANOVA with Bonferroni posthoc test for 
Table 3A and B, respectively: overall interactions between time and treatment (F(15,100) P = 8.399, P < .0001 and F(15,220) P =  31.14, P < .0001) and main effects 
of time (F(5,100) P =  48.88, P < .0001 and F(5,220) P =  135.0, P < .0001) and treatment (F(3,100) P = 8.503, P = .0008 and F(3,220) P = 32.40, P < .0001). Different from con-
trol group: *P < .05, **P < .01, ***P < .001; different from OEA + saline group: øP < .05, øøP < .01, øøøP < .001; different from PEA + saline group: ƒƒƒP < .001.
Total Fluid Intake
A
Treatment/time 1 h 3 h 6 h 9 h 24 h 30 h
Vehicle + saline 5.08 ± 1.30 14.47 ± 3.55 22.33 ± 6.30 27.77 ± 8.20 34.02 ± 8.80 48.42 ± 12.30
OEA + saline 1.34 ± 0.55 15.2 ± 3.58 26.68 ± 5.29 33.45 ± 6.79 45.82 ± 9.66 57.12 ± 10.21
Vehicle + LPS 0.95 ± 0.53 1.27 ± 0.51 2.46 ± 0.75* 3.82 ± 0.78** 7.58 ± 2.29** 14.883 ± 1.94***
OEA + LPS 3.23 ± 1.12 4.35 ± 1.14 4.98 ± 1.18ø 5.58 ± 1.29*øø 6.90 ± 1.69*øøø 8.35 ± 2.02**øøø
Total Fluid Intake
B
Treatment/time 1 h 3 h 6 h 9 h 24 h 30 h
Vehicle + saline 8.68 ± 1.75 19.10 ± 3.04 40.71 ± 4.51 63.86 ± 6.12 87.65 ± 8.98 109.70 ± 11.08
PEA + saline 7.69 ± 3.58 14.96 ± 4.12 33.82 ± 5.34 49.93 ± 7.84 62.80 ± 9.99 83.81 ± 12.69
Vehicle + LPS 2.58 ± 0.67 2.83 ± 0.65 3.31 ± 0.71*** 4.37 ± 0.95*** 6.92 ± 1.79*** 11.45 ± 2.98***
PEA + LPS 2.33 ± 0.61 4.37 ± 1.47 3.31 ± 0.74***ƒ ƒ ƒ 4.26 ± 0.86***ƒ ƒ ƒ 7.79 ± 1.74***ƒ ƒ ƒ 15.24 ± 3.32***ƒ ƒ ƒ
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body temperature regulation, and they enhanced the hypother-
mic response 60 minutes after LPS administration. Interestingly, 
at a behavioral level, only OEA affected the motivational state 
of the animals by inhibition of LPS-induced anhedonia, dem-
onstrating that OEA might exert important roles in controlling 
motivational processes (hedonic responses) as described for fat-
containing food (Rodriguez de Fonseca et al., 2001; Tellez et al., 
2013).
These selective effects of both acylethanolamides on LPS-
induced acute-phase responses might reflect differential mech-
anisms of action that need to be further explored. OEA/PEA 
binding to PPAR-α receptor may mediate these effects (Fidaleo 
et al., 2014), but PPAR-α independent actions of these acylethan-
olamides cannot be ruled out.
The antiinflammatory profile of both acylethanolamides has 
been previously described in vitro, where OEA was shown to 
reduce iNOS, COX-2, and the cytokines TNF-α and IL-6 in blood 
vessels after LPS-induced LDL modification and inflammation 
(Fan et  al., 2014) and in animal models of inflammatory and 
neurophatic pain (Lo Verme et al., 2005; Suardiaz et al, 2007; Di 
Cesare Mannelli et al., 2013).
OEA and PEA blocked the expression and/or activity of the p65 
subunit in cortical nuclear extracts, which mediates most of the 
NF-κB transcriptional activity. LPS also increased the expression 
of the NF-κB inhibitory protein IκBα in cytosolic extracts, which 
can be considered an autoregulatory mechanism switched on by 
NF-κB to block its stimulation, and was similarly prevented by 
OEA and PEA pretreatments. Our results are in agreement with 
other studies where PEA and OEA prevented IκBα degradation 
and p65 NF-κB nuclear translocation in peripheral hyperalge-
sia (D’Agostino et al., 2009) and stroke injury (Sun et al., 2007; 
Ahmad et al., 2012b).
Sickness behavior after LPS was evaluated by measurement of 
the following acute-phase responses: activation of HPA axis, body 
temperature regulation, and anhedonia. Activation of HPA axis 
was checked by measurement of plasma corticosterone levels. LPS 
induced an increase in plasma corticosterone that has been previ-
ously reported (Pérez-Nievas et al., 2010). However, neither OEA nor 
PEA prevented the rise in corticosterone induced by LPS. Our results 
are in agreement with a previous study in which the administra-
tion of URB597, a selective inhibitor of FAAH that enhances the lev-
els of AEA, OEA, and PEA, did not alter an LPS-induced increase in 
plasma corticosterone (Kerr et al., 2012). However, the bidirectional 
relationship between endocannabinoids and plasma glucocorti-
coids released in the stress response is well documented (Gorzalka 
et al., 2008; Hill et al., 2010). It is necessary to develop more detailed 
neuroendocrine studies regarding the time course of synthesis and 
release of corticosterone and other stress hormones after LPS to 
completely discard a role of noncannabinoid acylethanolamines in 
the regulation of HPA axis activation.
Regarding temperature regulation, we observed a marked 
hypothermia induced by LPS immediately after its administra-
tion and lasting between 3 and 6 hours. Our results are in agree-
ment with other studies reporting dose- and serotype-specific 
effects of LPS: high doses (0.25 -0.5 mg/kg, i.p.) of E.coli O111:B4 
induced a monophasic hypothermic response in rodents (Akarsu 
and Mamuk, 2007). It is important to note that, although fever 
is a most predicted response, hypothermia occurs in the most 
severe cases of sepsis (Clemmer et al., 1992; Arons et al., 1999). It 
has been suggested that the hypothermia in response to LPS is 
caused by reduced thermogenesis, involves antipyretic products 
released from peripheral macrophages, and is mediated by pros-
taglandins (Derijk RH et al., 1994). In our study, the onset of this 
hypothermic response caused by LPS is around the time of sac-
rifice of the animals (150 minutes). Biochemical determinations 
revealed that, at this time point, LPS induced a marked increase 
in pyretic molecules, such as IL-1β, COX-2, and PGE2 in the hypo-
thalamus, probably as a homeostatic mechanism to recover 
normal temperature. Interestingly, OEA and PEA pretreatments 
potentiated the hypothermic response 60 minutes after LPS. 
Body temperature regulation is a highly preserved homeostatic 
response that is probably difficult to maintain altered by a sin-
gle dose of these endogenous components. We observed robust 
effects of both acylethanolamides preventing the LPS-induced 
high increases in IL-1β, COX-2, mPGES-1 mRNAs, and PGE2 levels, 
which strengthens our hypothesis of OEA and PEA attempting 
to maintain the hypothermia induced by LPS. Hypothermia can 
be understood as an adaptive response that enhances recov-
ery by conserving energy to combat acute inflammation and 
enhance survival (Leon, 2004; Maes et al., 2012). Recently, another 
N-ethanolamide derived from fatty acids, commonly known as 
the endocannabinoid AEA, has been involved in the LPS-induced 
thermic response through action on CB1 receptors (Steiner et al., 
2011), and a role for COX-1 and not COX-2 has been suggested 
for LPS-induced hypothermia (Steiner et al., 2009). Interestingly, 
peripheral and brain AEA levels are elevated during the systemic 
inflammatory response to LPS (Liu et al., 2003; Fernandez-Solari 
et al., 2006). However, Kerr and colleagues (2012) reported that 
LPS failed to alter AEA, OEA, and PEA levels in the hypothalamus.
The sickness behavior is also characterized by a behavioral 
inhibition, physio-somatic disturbances such as fatigue and 
malaise, and an inability to feel pleasure or anhedonia (Maes 
et al., 2012). In our study, the influence of OEA and PEA in moti-
vational behavior was tested by checking anhedonia in a sac-
charine preference test. LPS-injected animals pretreated with 
OEA, but not PEA, showed a preference for the natural reward 
saccharine similar to control animals, which is interpreted as a 
disruption of LPS-induced anhedonia. Anhedonia is a prolonged 
effect of LPS that persists beyond the acute sickness response, 
and this behavioral change is thought to reflect a depressive-like 
phenotype (Willner et al., 1987). Modulation of LPS acute neuro-
inflammatory responses by OEA can therefore elicit long-lasting 
motivational behavioral effects and possibly antidepressant-like 
effects. Total amount of liquid (water plus saccharine solution) 
was, however, reduced in LPS-injected rats independently of any 
pretreatment. A decrease in total drinking could be indicative 
of behavioral inhibition or fatigue during LPS-induced sickness 
behavior. Despite the fact it is a satiety factor (Romano et al., 
2014), OEA at a single dose did not modify the preference for 
fluids or the total drinking in control animals. However, inter-
estingly, OEA affected the saccharine preference in LPS rats 
and modified the anhedonic state after LPS, inducing a positive 
motivational state similar to control animals. Elimination of 
motivational deficits by OEA could be linked with a role of this 
lipid mediator on the control of dopamine release in the reward 
system. This effect has been clearly demonstrated for high 
fat-containing foods (Tellez et  al., 2013) or nicotine-mediated 
reward (Mascia et al., 2011; Buczynski et al., 2012). Alternatively, 
anhedonia has been directly related with lasting lipid peroxi-
dation alterations in the prefrontal cortex in a chronic stress 
depression paradigm (Cline et al., 2014). In our study, OEA pre-
vented both lipid peroxidation in frontal cortex and anhedonia 
after LPS. Further studies will be necessary to ascertain whether 
inhibition of LPS-induced lipid peroxidation by OEA is long last-
ing and may be related with the OEA antianhedonic effect.
The proposed neuroprotective effects of OEA and PEA may 
derive in part from their antiinflammatory and antioxida-
tive functions, as well as their modulation of neuronal activity 
(Melis et al., 2013). Given the importance of neuroinflammation 
in the physiopathology of neuropsychiatric diseases, our results 
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suggest that OEA and PEA might help delay the onset of neu-
rodegenerative and neuropsychiatric diseases by reducing the 
insults to brain functions. Finally, from a translational point of 
view, OEA might also have a beneficial profile as a therapeutic 
agent, since it may ameliorate the motivational state of indi-
viduals with neuroinflammatory or immune related neuropsy-
chiatric conditions.
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 Numerosas patologías del SNC, entre las que se encuentran enfermedades 
neurodegenerativas y neuropsiquiátricas, cursan con neuroinflamación. Además de  
inflamación central, estas enfermedades se caracterizan también por mostrar activación 
de la respuesta inflamatoria a nivel periférico. El incremento de los mediadores 
inflamatorios en la periferia a través de su trasporte activo, traspasando la barrera 
hematoencefálica o activando el nervio sensitivo vagal periférico (Dantzer et al., 2000) 
puede afectar al cerebro y contribuir a la neuroinflamación.  En nuestros experimentos 
tanto la administración de LPS como el consumo intensivo de alcohol o binge drinking 
han elevado los niveles de mediadores pro-inflamatorios. Los resultados del estudio de 
la expresión temporal de los principales marcadores de neuroinflamación tras el 
consumo intensivo de alcohol, muestran niveles aumentados de las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-α e IL-1β y de la enzima pro-inflamatoria COX-2 e incremento en la 
expresión del NF-κB en la corteza frontal de los animales tratados con alcohol en el 
intervalo comprendido entre la hora y las 6 horas después de la última administración. 
El pretratamiento con OEA ha demostrado producir efectos anti-inflamatorios a nivel 
periférico y central en ambos estudios, mediante la reducción de los niveles de 
citoquinas plasmáticas y de citoquinas, quimioquinas y enzimas pro-inflamatorias en la 
corteza frontal. Estos datos apoyan la participación del sistema inmunológico en las 
respuestas a una droga de abuso con propiedades neuroinflamatorias, como el alcohol, 
así como el valor modulador de las aciletanolamidas anti-inflamatorias como la OEA. 
En este sentido es de destacar que estudios recientes realizados en humanos adictos a 
cocaína demuestran que tanto los niveles circulantes de citoquinas y quimioquinas, 
como los de OEA y sus congéneres son biomarcadores de adicción y de severidad de la 
misma (Araos et al., 2015; Pavón et al., 2013).  
La cascada inflamatoria se desencadena tras la activación de los receptores de la 
inmunidad innata TLR4. El LPS es el ligando endógeno de los TLR4 y el alcohol es 
capaz de actuar también a través de la activación de este tipo de receptores. Los TLR4 
activados producen la transducción de la señal por la vía del NF-κB que al traslocarse al 
núcleo incrementa la expresión de los mediadores pro-inflamatorios (Crews et al., 
2000). Estos mediadores pro-inflamatorios pueden a su vez interaccionar de nuevo con 
el NF-κB contribuyendo al feedback de control de la inflamación y afectando a la 
magnitud de la duración de la respuesta inflamatoria (Hoesel y Schmid, 2013). El 
pretratamiento con OEA ha mostrado disminuir tanto la expresión como la activación 
141
 del NF-κB (subunidad p65), considerado un factor de transcripción clave en la respuesta 
inflamatoria producida tras la administración de LPS y tras el consumo intensivo de 
alcohol. La OEA ha mostrado previamente una actividad analgésica en modelos 
animales de dolor visceral e inflamatorio (Suardiaz et al., 2007). Nuestros datos 
destacan una nueva actividad anti-inflamatoria de la OEA en modelos de 
neuroinflamación.  
La activación del NF-κB produce el incremento de la expresión de enzimas pro-
inflamatorias y la actividad de éstas aumenta los niveles de ROS/RNS. Al igual que 
ocurre con las citoquinas, estas ROS/RNS elevadas en el citoplasma pueden interactuar 
con el NF-κB y provocar de nuevo su activación potenciando la inflamación (Morgan y 
Liu, 2011). Varios estudios se han dirigido a estudiar las moléculas, factores y 
cofactores implicados en el estrés oxidativo y nitrosativo como posibles dianas 
terapéuticas para patologías del SNC que cursan con neuroinflamación (Hsieh y Yang, 
2013). Aunque las terapias con antioxidantes en pacientes han demostrado beneficios 
limitados debido, entre otras, a su baja potencia o a su poca capacidad de penetración en 
el cerebro, se han utilizado algunos antioxidantes exógenos o se han potenciado los 
niveles de anti-oxidantes endógenos como complemento a los tratamientos 
antidepresivos (Xu et al., 2014). En concreto, en el modelo de consumo de alcohol 
binge drinking se ha probado la capacidad neuroprotectora de varias moléculas 
antioxidantes como el hidroxitolueno butilado o el ácido docosahexaenoico (Crews et 
al., 2006a; Tajuddin et al., 2014).  En nuestros estudios el pretratamiento con OEA 
induce una regulación a la baja de la expresión de las enzimas pro-inflamatorias (iNOS 
y COX-2) y una disminución de los niveles de los productos de la actividad de estas 
enzimas (NO2-; PGE2) incrementados en los animales tratados con alcohol o LPS. Por lo 
tanto podemos señalar que la OEA presenta propiedades anti-oxidantes a través de la 
reducción del estrés oxidativo y nitrosativo producido en ambos modelos de 
neuroinflamación.  
A parte de las ya mencionadas acciones anti-inflamatorias del pretratamiento con 
OEA, esta aciletanolamida ha reducido los niveles de MCP-1 en la corteza frontal 
incrementados por el consumo intensivo de alcohol. La inducción de la expresión de 
esta quimioquina involucrada en el reclutamiento y la activación de células inmunes, 
contribuye al daño celular producido en la neuroinflamación. Los niveles elevados en el 
cerebro de esta quimioquina se han correlacionado con la deficiencia de tiamina o 
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 vitamina B1 (Zahr et al., 2014), déficit característico de la encefalopatía de Wernicke, 
una patología neuropsiquiátrica que pueden presentar las personas alcohólicas. El 
incremento de MCP-1 y su actividad quimioatrayente pueden exacerbar la 
neurodegeneración. Además de estar relacionada con la neurotoxicidad producida por el 
alcohol, la MCP-1 se ha vinculado con el consumo y la preferencia al alcohol, ya que la 
ausencia de actividad de MCP-1 reduce ambos comportamientos (Blednov et al., 2005). 
Por lo que nuestros datos revelan que el pretratamiento con OEA, al reducir los niveles 
de MCP-1, ejerce un papel neuroprotector y podría influir también en el 
comportamiento del consumo abusivo de alcohol y en patologías asociadas al abuso de 
esta sustancia, como la encefalopatía de Wernicke. 
El consumo de alcohol ha demostrado producir efectos neuroinflamatorios, daño 
cerebral y neurodegeneración a través de la activación de los TLR4. El alcohol puede 
producir la activación de estos receptores bien directamente, mediante un incremento en 
la concentración de endotoxinas por aumento de la traslocación bacteriana, o a través de 
la molécula HMGB1. Una activación directa de estos receptores por el alcohol es 
responsable de la respuesta inflamatoria y el daño cerebral (Alfonso-Loeches et al., 
2010). Varios estudios han comprobado que el alcohol es capaz de interaccionar con 
ciertos microdominios de membrana o balsas lipídicas (en inglés lipid rafts), activando 
los TLR4, produciendo su internalización y desencadenando la respuesta inflamatoria 
(Pascual-Lucas et al., 2014). En cuanto a la traslocación bacteriana, el consumo crónico 
de alcohol en animales produce la hiperpermeabilidad de la pared intestinal e 
incrementa los niveles de endotoxemia (Keshavarzian et al., 2009). Además, el modelo 
de consumo intensivo de alcohol en atracón o binge drinking ha demostrado ser capaz 
de provocar esa traslocación intestinal en humanos (Bala et al., 2014), constatándose el 
incremento de los niveles de LPS en plasma y la consiguiente activación de la respuesta 
inflamatoria. Un estudio reciente en pacientes con dependencia al alcohol demuestra 
que el aumento de la permeabilidad bacteriana y del LPS circulante y la activación de la 
respuesta inflamatoria se encuentran relacionados con  los síntomas de la depresión y el 
deseo por el consumo de alcohol (Leclercq et al., 2012). Por otra parte, las HMGB1 son 
proteínas localizadas en el núcleo que se liberan al espacio extracelular cuando se activa 
la respuesta inflamatoria tras un daño. Esta molécula es considerada un marcador de 
daño neuronal capaz de activar de nuevo a los receptores TLR potenciando la activación 
de la respuesta inflamatoria. Tras el consumo crónico de alcohol el incremento de los 
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 niveles de HMGB1 y su unión a los TLR4 ha demostrado contribuir a la respuesta 
inflamatoria y a la activación neuroinmune en el cerebro (Crews et al., 2013). Esta 
activación neuroinmune vía HMGB1/TLR4 genera un feedback positivo de inducción 
de la expresión de genes de la inmunidad innata que amplificarán de nuevo la señal de 
daño de la HMGB1 (Zou y Crews, 2014) induciendo más neuroinflamación y 
contribuyendo a la neurodegeneración. Nuestros datos muestran que el pretratamiento 
con OEA disminuye la expresión incrementada de los TLR4 y de las proteínas 
acopladas que participan en su activación (MD2 y MyD88) en el modelo de consumo de 
alcohol tipo binge drinking. La OEA presenta un papel anti-inflamatorio al actuar 
regulando estos TLR4. Debido a la relación entre los TLR4 y la traslocación bacteriana 
tras el consumo de alcohol, esta aciletanolamina también podría reducir las 
consecuencias de esa disfunción intestinal, aunque esto debe ser comprobado en futuros 
experimentos.  
En nuestro estudio el pretratamiento con OEA reduce también los niveles de la 
HMGB1 indicadora de daño celular. Por lo tanto, la OEA ejerce un importante papel 
neuroprotector al bloquear la activación del sistema inmune innato mediante la 
inhibición de la cascada de señalización HMGB1/TLR4 asociada a daño celular. El 
inicio en fases tempranas de la vida en el consumo intensivo de alcohol en atracón o 
binge drinking muestra una regulación al alza de la expresión de HMGB1/TLR4, que 
persiste en el adulto. Este incremento de HMGB1/TLR4 se correlaciona con el riesgo de 
padecer adicción al alcohol y otras enfermedades del SNC relacionadas con 
neuroinflamación (Vetreno et al., 2013). Por lo tanto la OEA, disminuyendo la 
activación de la vía HMGB1/TLR4, podría actuar frente al desarrollo de estas 
enfermedades.  
Durante los procesos neuroinflamatorios el incremento de los niveles de ROS/RNS 
causa peroxidación lipídica y la acumulación de los subproductos de ésta son, en parte, 
responsables de la neurotoxicidad observada. En un estudio previo las aciletanolamidas 
han demostrado disminuir la peroxidación lipídica a nivel plasmático (Zolese et al., 
2008). Nuestros datos muestran que la OEA y la PEA reducen la peroxidación lipídica 
en la corteza frontal tras la administración de LPS y después del consumo intensivo de 
alcohol. Estas aciletanolamidas al regular los niveles de los subproductos de la 
peroxidación lipídica MDA y 4-HNE disminuyen la toxicidad causada por estos 
compuestos en las células.  
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 El 4-HNE es un producto de la peroxidación lipídica cuya acumulación resulta 
extremadamente tóxica para las células. Este compuesto además de producir necrosis 
también puede producir la muerte celular por activación de la vía de las caspasas 
apoptóticas. Por una parte, la caspasa 8 es considerada una caspasa iniciadora de la 
señal apoptótica, aunque también ha demostrado ejercer efectos no apoptóticos. Una de 
las actividades no apoptóticas observadas es su participación en la trasducción de la 
señal inflamatoria desde los TLR4 hasta el NF-κB en células microgliales (Viceconte et 
al., 2015). En la cascada apoptótica la caspasa 8 actúa como una molécula iniciadora del 
proceso capaz de dividir a otras caspasas, entre las que se encuentran la caspasa 3, 
activándolas. Un estudio con cultivo de miocitos observa que el bloqueo de la 
activación de los TLR4 atenúa la apoptosis inducida por el incremento de glucosa y 
describe la vía de señalización que relaciona la activación de TLR4/MyD88, con 
caspasa 8 y la posterior activación de caspasa 3 como una secuencia 
(TLR4/MyD88/caspasa8/caspasa3) que desencadena la apoptosis (Liu et al., 2013). En 
nuestro estudio hemos visto que la expresión incrementada de caspasa 8, tras el 
consumo intensivo de alcohol, se ve reducida por el pretratamiento con OEA, por lo que 
ésta podría ejercer una acción anti-apoptótica y reducir la posible activación de la vía 
inflamatoria del NF-κB por caspasa 8. Por otra parte, la caspasa 3 es considerada 
efectora de la apoptosis. En el cerebro en desarrollo de ratas recién nacidas el alcohol ha 
demostrado incrementar los niveles de caspasa 3 produciendo una importante 
neurodegeneración (Olney et al., 2002). Esta neurodegeneración se asocia con 
profundos déficits de memoria y aprendizaje (Wozniak et al., 2004). Se ha comprobado 
que el incremento de caspasa 3, producido por el alcohol, tiene lugar por la activación 
del NF-κB y varios compuestos naturales han demostrado capacidad para inhibir esta 
activación reduciendo el daño cerebral y los déficits cognitivos (Tiwari y Chopra, 
2011). También se ha comprobado que el TLR4 es un factor esencial en el incremento 
de la actividad de caspasa 3 en la corteza cerebral producido por el consumo crónico de 
alcohol (Alfonso-Loeches et al., 2010). En nuestro estudio el pretratamiento con OEA 
reduce tanto la expresión como la actividad de caspasa 3 en la corteza frontal, 
incrementadas tras el consumo de alcohol binge drinking. Estos datos reflejan una 
importante función neuroprotectora de la OEA frente a la neurodegeneración 
producida por la vía de las caspasas tras el consumo intensivo de alcohol, pudiendo 
también indicar un posible papel de la OEA en la mejora de los déficits cognitivos 
causados por el alcohol. 
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 En nuestro estudio de consumo de alcohol tipo binge drinking hemos conseguido 
que los animales administrados con alcohol presenten unos niveles en sangre elevados y 
sostenidos durante el trascurso del experimento. El pre-tratamientos con OEA no 
muestra alteración de esos niveles de alcohol en sangre. Estos datos concuerdan con los 
encontrados en otro estudio en el que el pre-tratamiento con OEA no modifica el 
incremento de los niveles de alcohol en plasma tras la administración aguda (Bilbao et 
al., 2015), por lo que podemos decir que la OEA no muestra ningún efecto sobre el 
metabolismo del alcohol.  
Tanto la administración de LPS como el consumo de alcohol pueden modificar las 
respuestas de fase aguda fisiológicas y comportamentales. Una de esas respuestas 
fisiológicas es la alteración de la actividad del eje HPA. El alcohol es capaz de alterar el 
eje HPA e incrementar los niveles de GC (Rivier, 1996). Estos GC pueden interaccionar 
con el sistema de recompensa del cerebro contribuyendo a los efectos de refuerzo del 
alcohol (Stephens y Wan, 2012). En concreto, el modelo de consumo de alcohol tipo 
binge drinking ha demostrado incrementar los niveles de corticosterona pudiendo estos 
niveles elevados participar en la neurodegeneración (Cippitelli et al., 2014). Niveles 
elevados de GC, junto con el incremento de las citoquinas, producen la llamada 
resistencia a GC y son responsables de la degeneración producida en el cerebro en 
patologías como el Parkinson, el Alzheimer o el Hungtinton (Vyas y Maatouk, 2013). 
Nuestros datos muestran que el pre-tratamiento con dosis repetidas de OEA es capaz de 
reducir los niveles de corticosterona incrementados en el modelo de consumo de alcohol 
tipo binge drinking, por lo que la OEA a través de la regulación de la actividad del eje 
HPA realiza una función neuroprotectora. En cambio esta reducción de los niveles de 
corticosterona no se produce ni con la OEA ni con la PEA en el experimento de 
administración de LPS. Las diferencias encontradas en relación a este efecto de la OEA 
sobre los niveles de GC podrían explicarse por el hecho de que en el modelo de LPS se 
realiza una única administración de OEA mientras que en el de alcohol se producen 
repetidas administraciones que serían capaces de actuar sobre la hiperactividad del eje. 
En este sentido, un modelo animal de estrés en el que se administra la OEA durante 
varios días consecutivos también refleja que esta aciletanolamida es capaz de reducir los 
valores de corticosterona en plasma (Jin et al., 2015). Aunque existe una clara relación 
entre el sistema endocannabinoide y el eje HPA, mediante una participación dual de los 
endocannabinoides en el feedback de activación/inhibición del eje (Hill et al., 2010), es 
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 necesario un estudio más exhaustivo para explicar el mecanismo de acción concreto de 
las aciletanolamidas en la regulación de este eje.  
La administración de LPS produce otra respuesta de fase aguda fisiológica, la 
alteración de la termorregulación corporal. Esta alteración se produce como 
consecuencia de la activación del eje HPA y del incremento de la inflamación sistémica. 
Las distintas respuestas térmicas que puede producir el LPS (hipotermia, hipotermia 
precedida de fiebre o fiebre) dependen del serotipo utilizado. En nuestro estudio, el 
serotipo O11:B4 produce hipotermia inmediatamente tras la administración de LPS que 
se prolonga hasta 3-6 horas después. Un estudio previo con este mismo serotipo de LPS 
demostró producir una potente hipotermia, relacionada con la capacidad del LPS para 
prolongar en el tiempo el incremento de los niveles de citoquinas antipiréticas como el 
TNF-α (Akarsu y Mamuk, 2007). En este proceso de hipotermia causada por el LPS 
también se han visto incrementados los niveles de moléculas antipiréticas desde los 
macrófagos periféricos y la mediación de las PG en esta acción hipotérmica (Derijk et 
al., 1994).  
El LPS ha demostrado ser capaz de incrementar los niveles de marcadores 
hipotalámicos de actividad pirógena endógena. Tras una infección o daño, desde 
diferentes tipos de células inmunes se  incrementa la expresión de IL-1β (considerada 
pirógeno endógeno) que es capaz de regular la temperatura en el hipotálamo (Quan et 
al., 1998). Las enzimas COX-2 y mPGES-1 son esenciales en la respuesta a pirógenos 
endógenos y exógenos, ya que están implicadas en la formación de la PGE2 (inductora 
de fiebre) y se ha comprobado que los inhibidores de estas enzimas producen 
disminución de la fiebre (Li et al., 2001). Durante los procesos inflamatorios la PGE2 
muestra niveles incrementados tanto en la periferia como en el SNC. La PGE2 puede 
actuar en las zonas hipotalámicas encargadas de la regulación de la temperatura corporal 
induciendo fiebre. La activación de los receptores de PGE2 en las células gliales 
produce el incremento de AMPc que es el encargado de activar las neuronas localizadas 
en el hipotálamo y desencadenar una serie de mecanismos que producen hipertermia. Se 
ha comprobado que la activación de los TLR4 hipotalámicos produce en conjunto el 
incremento de los niveles de citoquinas pirógenas, de enzimas COX-2 y mPGES-1 y de 
PGE2 que activan los receptores hipotalámicos y provocan fiebre (Dinarello, 2004). 
Nuestro estudio de la temperatura rectal de los animales muestra que la bajada de 
temperatura se produce inmediatamente después de la inyección de LPS y se recupera 
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 entre las 3 y las 6 horas después. Los pre-tratamientos con OEA y con PEA son capaces 
de acentuar levemente la hipotermia producida por la administración de LPS durante 
esas primeras horas tras la inyección. Se encuentra que en torno a las 3 horas tras la 
administración de LPS los marcadores hipotalámicos de actividad pirógena endógena 
IL-1β, COX-2, mPGES-1 y PGE2 están incrementados, lo que podría interpretarse como 
un intento del organismo por recuperar la temperatura corporal y mantener la 
homeostasis. Los pre-tratamientos con OEA y con PEA disminuyen los niveles de estos 
marcadores incrementados por el LPS. La hipotermia se considera un mecanismo de 
supervivencia para disminuir la demanda metabólica ante situaciones de depleción de 
energía, daño tisular o infección. En conjunto nuestros resultados muestran que la OEA 
y la PEA, actuando sobre la termorregulación, podrían producir efectos beneficiosos 
frente a una infección o un daño. En el caso de drogas de abuso neurotóxicas que actúan 
incrementando la temperatura corporal como el MDMA (éxtasis) la OEA podría tener 
acciones protectoras como sugieren estudios recientes (Plaza- Zabala et al., 2010). 
Es interesante destacar que el alcohol también es capaz de alterar la 
termorregulación corporal mediante un mecanismo complejo que depende de diversas 
variables externas e internas. El consumo agudo de alcohol produce, generalmente, una 
disminución de la temperatura corporal. Sin embargo, en consumidores crónicos 
aparece hipertermia directamente relacionada con la severidad del síndrome de 
abstinencia y con el tiempo trascurrido tras el último consumo de alcohol (Gordon, 
2010). Los resultados de nuestro estudio sugieren que la OEA y la PEA podrían ayudar 
a regular el incremento de la temperatura corporal y mejorar los síntomas del síndrome 
de abstinencia al alcohol, como ya se ha estudiado con la OEA para los síntomas de 
vocalizaciones, rigidez y temblor en la cabeza y temblor corporal (Bilbao et al., 2015), 
aunque es necesaria más investigación al respecto. 
Como se ha comentado, además de las respuestas de fase aguda fisiológicas, el LPS 
produce respuestas comportamentales. Una de las principales respuestas de fase aguda 
comportamentales producidas por la administración de LPS y por el consumo de 
alcohol es la anhedonia. La anhedonia es uno de los síntomas del sickness behavior que 
se define como la incapacidad de sentir placer con actividades de recompensa naturales. 
Se sabe que la anhedonia es uno de los síntomas comunes que presentan los pacientes 
que sufren trastornos psiquiátricos, entre los que se encuentran la depresión y la 
dependencia a drogas como el alcohol. Estos dos trastornos, el consumo abusivo de 
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 alcohol y la depresión, presentan un alto rango de comorbilidad. El alcohol puede 
empeorar los síntomas de la depresión y/o contribuir a la aparición de esta enfermedad. 
Además, un estudio en consumidores habituales de alcohol tipo binge drinking ha 
desatacado la capacidad de este modelo para provocar síntomas depresivos (Paljarvi et 
al., 2009). Es interesante señalar que, tanto la regulación de las propiedades hedónicas 
de la comida, como las de las dogas de abuso presentan una similitud en los 
mecanismos desencadenados a nivel cerebral. El consumo abusivo de estos dos tipos de 
sustancias conduce a respuestas neuroadaptativas similares en los circuitos de 
recompensa del cerebro (Kenny, 2011). Estudios previos en los que la OEA actúa como 
modulador de la ingesta de comida con alto contenido graso o del consumo de nicotina, 
esta aciletanolamida ha demostrado su capacidad de actuación sobre el estado 
motivacional. La OEA ejerce esta regulación a través del sistema de recompensa 
mediado por la estimulación de la función dopaminérgica (Tellez et al., 2013; Mascia et 
al., 2011). La anhedonia está relacionada con un déficit en la transmisión dopaminérgica 
del sistema de recompensa (Heinz et al., 1994) y se encuentra involucrada tanto en el 
paso del consumo esporádico de las drogas de abuso al consumo abusivo, como en la 
recaída (Hatzigiakoumis et al., 2011). Es frecuente, por tanto, que aparezcan anhedonia 
y otros síntomas de depresión durante la fase de deseo de consumo de alcohol y en el 
síndrome de abstinencia (Janiri et al., 2005). 
Nuestros datos muestran que la OEA es capaz de modificar el estado motivacional 
negativo de los animales. El pretratamiento con OEA incrementa el grado de 
preferencia por la sacarina de los animales tratados con LPS hasta los niveles de los 
animales control, sin modificar el volumen de líquido total ingerido. La OEA siendo 
capaz de reducir la anhedonia podría, por tanto, influir en el comportamiento de 
consumo de alcohol y en los síntomas del síndrome de abstinencia.  
Aunque la PEA ha mostrado actividades anti-inflamatorias y anti-oxidantes 
similares a las de la OEA en la neuroinflamación inducida por el LPS, el pre-
tratamiento con PEA no ha mostrado la capacidad de la OEA de inhibir la anhedonia. 
Por lo que la OEA podría ser más beneficiosa que la PEA a nivel de regulación de las 
respuestas comportamentales. 
Tanto la OEA como la PEA son ligandos endógenos capaces de activar los PPARα. 
Como se ha comentado en la introducción de esta tesis, la activación de los PPARα ha 
demostrado producir efectos anti-inflamatorios. La administración sistémica crónica de 
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 agonistas sintéticos de estos receptores reduce los niveles de varios factores pro-
inflamatorios incrementados por el LPS en el cerebro de ratón (Wang y Namura, 2011). 
La administración de PEA ha demostrado disminuir la inflamación periférica y la 
hiperalgesia mediante la activación de los PPARα, sugiriendo que estos efectos podrían 
producirse por inhibición de la actividad del NF-κB (D´Agostino et al., 2007; 2009). La 
PEA parece ejercer acciones neuroprotectoras también mediante éstos receptores (Di 
Cesare Mannelli et al., 2013). La OEA, por su parte, además de ejercer sus funciones 
metabólicas a través de los PPARα, también ha mostrado a través de este tipo de 
receptores, al menos en parte, actividad neuroprotectora frente a isquemia cerebral (Sun 
et al., 2007; Zhou et al., 2012), y frente a neurotoxinas como la 6-hidroxidopamina 
(Galan-Rodriguez et al., 2009). Las acciones de la OEA en la regulación del consumo 
de nicotina (Mascia et al., 2011) se consideran mediadas por los PPARα. Un estudio 
reciente ha demostrado que la OEA ejerce un papel homeostático en el consumo de 
alcohol. La administración de alcohol aumenta los niveles de OEA en plasma, en tejidos 
periféricos y en cerebro. Los niveles incrementados de OEA regulan el consumo de 
alcohol, la respuesta motivacional del alcohol y la aparición de los síntomas del 
síndrome de abstinencia generados tras el consumo crónico (Bilbao et al., 2015). La 
OEA realiza estas actividades a través de la activación de los PPARα. Sería necesario el 
diseño de estudios adicionales encaminados a esclarecer las dianas farmacológicas 
concretas por la que estas dos aciletanolamidas ejercen los efectos beneficiosos 
mostrados en los experimentos de neuroinflamación llevados a cabo en esta tesis.   
Las acciones anti-inflamatorias, anti-oxidantes y neuroprotectoras que ha 
demostrado tener la OEA, similares a las de la PEA, en estos dos estudios, indican su 
potencial como futuros tratamientos para patologías relacionadas con activación del 
sistema inmune y que cursen con neuroinflamación. Son especialmente interesantes los 
datos que indican que la OEA regula la señal de daño HMGB1/TLR4, pudiendo servir 
esta aciletanolamida como potencial terapéutico frente a la neuroinflamación, la 
neurodegeneración y el desarrollo de la adicción al alcohol. Además, la OEA ha 
demostrado tener capacidad de regulación de las respuestas de fase aguda destacando su 
potencial neuroprotector y modulador del comportamiento motivacional, por lo que 
podría ser beneficiosa para aliviar el estado emocional negativo asociado a 



































































































 1. El consumo intensivo de alcohol o binge drinking origina un proceso 
neuroinflamatorio en la corteza cerebral cuyos mediadores pro-inflamatorios son 
observables en su mayoría en el período comprendido entre la hora y las 6 horas 
tras la última administración de alcohol. Esta neuroinflamación asociada al 
consumo intensivo participa en el daño neuronal inducido por el alcohol. 
2. La OEA muestra propiedades anti-inflamatorias a nivel periférico y en la corteza 
frontal tras el consumo intensivo de alcohol y la administración sistémica de LPS. 
Los efectos anti-inflamatorios en la corteza frontal están relacionados con la 
inhibición de la vía del NF-κB y de la producción de citoquinas, quimioquinas, 
prostaglandinas y enzimas pro-inflamatorias. 
3. La OEA presenta propiedades antioxidantes reduciendo el estrés oxidativo y 
nitrosativo tras la administración de alcohol tipo binge o la inyección sistémica de 
LPS. La acción anti-inflamatoria y antioxidante de la OEA es comparable a la de 
la aciletanolamida PEA en un modelo de neuroinflamación experimental inducido 
por LPS. 
4. El pre-tratamiento con OEA regula la activación de los receptores de inmunidad 
innata TLR4 e inhibe la cascada de señalización HMGB1/TLR4 asociada a daño 
celular, por lo que posee un papel no sólo anti-inflamatorio sino también 
neuroprotector frente al consumo intensivo de alcohol o binge drinking. 
5. La función neuroprotectora del pretratamiento con OEA también se refleja en la 
reducción de la peroxidación lipídica, que comparte con la PEA, y la inhibición de 
caspasas apoptóticas activadas durante el proceso neuroinflamatorio. 
6. El pre-tratamiento agudo con OEA y PEA no es capaz de alterar los niveles 
plasmáticos de corticosterona tras la administración sistémica de LPS. Sin 
embargo, el pre-tratamiento con varias dosis de OEA inhibe el incremento de 
corticosterona inducido tras el consumo intensivo de alcohol o binge drinking, sin 
afectar a los niveles plasmáticos de alcohol. 
7. Tanto la OEA como la PEA disminuyen los marcadores hipotalámicos de 
actividad pirógena endógena incrementados tras la neuroinflamación y potencian 
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 la respuesta hipotérmica observada tras la administración sistémica de LPS, 
probablemente en un intento de mantener la homeostasis frente al daño cerebral. 
8. El pre-tratamiento con OEA, a diferencia de la PEA, es capaz de regular el estado 
motivacional negativo a largo plazo asociado a la neuroinflamación, ya que 
previene la anhedonia producida por LPS induciendo un estado motivacional 
positivo similar al de animales control en un test de preferencia a la sacarina, sin 
afectar al consumo de líquido total. 
9. Consideradas en su conjunto, estas conclusiones indican que la OEA tiene 
propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes similares a las de la PEA, posee un 
papel neuroprotector frente al daño cerebral relacionado con la respuesta 
neuroinmune/inflamatoria en la corteza frontal y es capaz de regular las respuestas 
de fase aguda y el comportamiento motivacional alterado, proponiéndose por todo 
ello como una alternativa farmacológica para tratar patologías neuropsiquiátricas 
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